Do reaktywnych form tlenu zalicza sie m. in.: nadtlenek wodoru (H.O,), rodnik
hydroksylowy (HO®), rodnik alkiloksylowy (RO"), rodnik alkiloperoksylowy (ROQO"),
anionorodnik ponadtlenkowy (O"), anion chloranowy(I) (OCI’) oraz tlen singletowy (*O.), za$
wsrdd reaktywnych form azotu wymieni¢ mozna m. in.: tlenek azotu(Il) (NO), tlenek azotu(IV)
(NO,) czy anion nadtlenoazotanowy(IlI) (ONOQO"). Reaktywne formy azotu i tlenu (z ang.
RNOS - reactive nitrogen and oxygen species), bedace prekursorami stresu komoérkowego, sa
nieustannie produkowane w wyniku metabolizmu komoérkowego. Cho¢ RNOS uczestniczg w
wielu procesach fizjologicznych, a takze pelia bardzo istotng role w procesach normujacych
komunikacje miedzy komorkami, w nadmiarze moga prowadzi¢ do rozwoju wielu chorob.
Udowodniony negatywny wplyw na fizjologie ludzkiego organizmu produkcji nadmiarowych
ilosci reaktywnych form azotu i tlenu dowodzi, jak istotne znaczenie ma poszukiwanie ich
potencjalnych biosensorow, umozliwiajacych iloSciowe oznaczanie oraz unieszkodliwianie tych
indywiduéw chemicznych.

Badania wykonane w ramach projektu doktorskiego byly prowadzone z
wykorzystaniem  nastepujacych  technik  analitycznych:  spektrofotometria =~ UV-Vis,
wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas, a przede wszystkim
spektroskopia fluorescencyjna, zarowno w stanie podstawowym, jak i czasowo-rozdzielcza.

Jednym z aspektéw prowadzonych przeze mnie eksperymentow byla kompleksowa
charakterystyka oddzialywan pomiedzy wybranymi RNOS a 1,3-difenyloizobenzofuranem
(DPBF), zwiazkiem wykazujacym fluorescencje, ktory przez blisko 20 lat byl uwazany za
wysoce specyficzny wzgledem nastepujgcych reaktywnych form tlenu: HO®, RO*, ROO", 'O..
Jak donosi literatura, produktem reakcji pomiedzy DPBF a tymi reaktywnymi formami tlenu jest
1,2-dibenzoilobenzen (0-DBB). Na tej podstawie postanowitem sprawdzi¢, czy DPBF daje ten
sam produkt w reakcji z pozostatlymi reaktywnymi formami tlenu i azotu, a tym samym czy

moze pehic¢ role potencjalnego biosensora molekularnego sumarycznej zawartosci RNOS. W



tym celu zbadatem typ oddzialywan pomiedzy 1,3-difenyloizobenzofuranem a piecioma innymi
(dotad nieprzebadanymi), wystepujacymi w warunkach fizjologicznych, reaktywnymi formami
azotu i tlenu (NO,, ONOQO', O", OCI, H,0,), a takze pomiedzy powszechnie wystepujacymi w
materiale biologicznym anionami: NO, oraz NOs;. Udowodnilem, ze w przypadku szeSciu z
siedmiu badanych przeze mnie indywiduéw produktem reakcji z 1,3-difenyloizobenzofuranem
jest 1,2-dibenzoilobenzen. Wykazalem, ze jedynie w przypadku oddzialywan pomiedzy DPBF a
H,0. produktem reakcji jest bifenylo-2,2’-dikarbaldehyd. Ponadto okreslitem mechanizm oraz
kinetyke tej reakcji, a takze wyznaczylem limit detekcji i oznaczalno$ci nadtlenku wodoru z
wykorzystaniem 1,3-difenyloizobenzofuranu. Wyniki przeprowadzonych i opisanych powyzej
badan dowodza, ze 1,3-difenyloizobenzofuran jest zwigzkiem wysoce specyficznym w stosunku
do H,O,, co umozliwia jego potencjalne wykorzystanie w badaniach biologicznych w celu
okreslenia w komérkach stezenia nadtlenku wodoru.

Innym aspektem prowadzonych przeze mnie badan bylo okreSlenie oddzialywan
pomiedzy seria 16 zwigzkéw wykazujacych fluorescencje a stabilnym rodnikiem
nitroksylowym 4-hydroksy-TEMPO, najszerzej przebadana pod katem oddzialywan z
reaktywnymi formami azotu i tlenu pochodng 2,2,6,6-tetrametylopiperydyny. Przeprowadzenie
tych badan mialo na celu znalezienie zwiazku, ktory oddzialywalby z pochodng rodnika
nitroksylowego w spos6b selektywny lub specyficzny, a tym samym umozliwiat jego ilosciowe
oznaczanie. W przypadku zdecydowanej wiekszosci badanych przeze mnie zwigzkow
(wszystkie  wielopierScieniowe  weglowodory  aromatyczne, wszystkie antybiotyki
fluorochinolonowe oraz wiekszo$¢ kumaryn) oddzialtywania z 4-hydroksy-TEMPO mialy
charakter czysto fizyczny. Dla zwigzkéw tych okreslitem mechanizm wygaszania fluorescencji
(wygaszanie dynamiczne), wyznaczylem stale wygaszania Sterna-Volmera oraz stale szybkosci
wygaszania fluorescencji. Jedynie w przypadku 6,7-dihydroksykumaryna oraz kilku innych

dihydroksylowych pochodnych kumaryny zaobserwowalem wyrazne zmiany w widmie



absorpcji oraz emisji pod wptywem 4-hydroksy-TEMPO (wzrost intensywnosci fluorescencji
na skutek dodania 4-hydroksy-TEMPO oraz nieznaczne przesuniecie pasma emisji
fluorescencji kumaryny w kierunku fal dhuzszych), co swiadczylo o reakcji chemicznej.
Udowodnitem, ze pod wpltywem 4-hydroksy-TEMPO kumaryna ulega dimeryzacji - produkt
reakcji zidentyfikowalem 2z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej
sprzezonej ze spektrometrig mas. Dodatkowo, wyznaczylem zakres stezen 4-hydroksy-TEMPO,
dla ktérego obserwowany byl liniowy wzrost intensywnosci fluorescencji  6,7-
dihydroksykumaryny, wyznaczylem limit detekcji 4-hydroksy-TEMPO oraz potwierdzilem
selektywno$¢ kumaryny w stosunku do 4-hydroksy-TEMPO. Realizacja tych badan,
umozliwiajacych ilosciowe oznaczanie 4-hydroksy-TEMPO, stanowi opracowanie pierwszego
etapu posredniej metody iloSciowego oznaczania sumarycznej ilosci RNOS w prdobkach

biologicznych.



	

