Streszczenie

Niedotlenienie tkanek jest patologicznym stanem towarzyszacym réznego rodzaju
zaburzeniom i bezposrednio przyczyniajacym si¢ do uszkodzenia, a w ostatecznosci rowniez
smierci tkanek, narzadow i calego organizmu. Mozna wyr6znié kilka rodzajow hipoksji,
zaleznych od wywolujacych ja czynnikéw (hipoksja oddechowa, krwiopochodna, krazeniowa,
czy histotoksyczna). Niezaleznie jednak od przyczyny. istnicja pewne uniwersalne
mechanizmy indukowane spadkiem zawartosci tlenu w komorkach. Organizm, prébujac
skompensowac braki w zaopatrzeniu moze wykorzysta¢ kilka linii obrony, m. in. rezerwy tlenu
zwigzanego we krwi, czy uruchomienie czynnika indukowanego hipoksja. a dalej réwniez
modyfikacj¢ szlakow komorkowych oraz ekspresj¢ pewnych genow tak, aby zmniejszy¢
zuzycie tlenu na tym poziomie. Jesli komorki wykorzystaja wszystkie rezerwy tlenu, bez
nowych dostaw zaczng umiera¢. W przypadku lagodnego wejscia w stan hipoksji, organizm
ma czas na uruchomienie proceséw programowanej $mierci, co umozliwia ograniczenie
negatywnych konsekwencji. Jesli natomiast czynnik zadzialal gwaltownie, wywolywana
podczas hipoksji kaskada zdarzen obejmuje rowniez procesy uszkadzajace komorke
(zaburzenia metabolizmu energetycznego, czy rownowagi elektrolitowej) a w konsekwencji
smier¢ na drodze nekrotycznej, z wytworzeniem stanu zapalnego. Ze wzgledu na powszechnoéé
wystgpowania tego rodzaju zaburzen (choroba niedokrwienna serca, nowotwory) oraz
potencjalnie Smiertelny charakter, niezbgdne sa ciagle prace na rzecz ochrony chorych przed
ich szkodliwymi konsekwencjami.

Badane w Zakladzie Biologii Komorki zwiazki z grupy 1,3.4-tiadiazoli naleza do
syntetycznych dwupodstawionych pochodnych heterocyklicznego ukladu tiadiazolu. Literatura
naukowa dostarcza informacji o szerokim spektrum zastosowan tych substancji w przemysle
oraz przede wszystkim w nauce — jako m. in. barwniki, czynniki kompleksujace, ale rowniez
skuteczne srodki przeciwbakteryjne, przyciwgrzybicze, przeciwpasozytnicze,
antynowotworowe 1 inne. Cz¢$¢ z nich wykorzystuje sie w lecznictwie.

W ramach niniejszej rozprawy przebadano dwie substancje z tej grupy, 4-(5-metyl-
1.3.4-tiadiazol-2-yl)benzeno-1.3-diol ~ (MTDBD, Cl) i4-(5-heptyl-1,3.4-tiadiazol-2-
yl)benzeno-1.3-diol (HTDBD, C7), rozniace si¢ dlugoscia podstawnika acylowego. Do
eksperymentow wykorzystano szereg technik, z ktérych najistotniejszg role ogrywaly metody



spektroskopii elektronowej i oscylacyjnej — spektroskopia zakresu ultrafioletu i $wiatla
widzialnego (UV-Vis), fluorescencyjna oraz spektroskopia w podczerwieni z transformata
Fouriera (FTIR). Innymi technikami byla spektroskopia rezonansowego rozpraszania $wiatla
(RLS), dichroizm kotowy (CD), czy skaningowa mikrokalorymetria réznicowa (DSC). Metody
spektroskopowe opierajg si¢ na swoistych interakcjach fal elektromagnetycznych réznych
zakresow z badang probka.

W pierwszym etapie badane zwiazki poddano analizie wplywu osrodkow
0 zroznicowanej polarnosci czy stezeniu jonow wodorowych, a takze w zakresie roznych stezen
samych substancji i zmian temperatury otoczenia. W ich wyniku, oraz przy pomocy obliczen
teoretycznych, okreslono spektralng charakterystyk¢ badanych molekul, opisano
1 zinterpretowano  organizacj¢ molekularng monomeréw oraz wyzszych  struktur
zagregowanych w réznych srodowiskach.

Powyzsze wiadomosci postuzyly w interpretacji wynikow drugiej czesci badan —
wykonanych na ukladach modelowych. Obie pochodne 1,3,4-tiadiazoli poddano
eksperymentom z uzyciem ukladow liposomalnych utworzonych z uzyciem lecytyny
dwupalmitynowej. Z racji czestego wystgpowania w strukturach blon biologicznych, lipid ten
stal si¢ wstgpnym zrodlem informacji o molekularnym podiozu interakeji analizowanych
molekul z membrang uformowana z DPPC. Wykorzystujac wszystkie wymienione wyzej
metody badawcze, zebrano dane o zasiggu interakcji molekut tiadiazoli i lipidu w obszarach
poszczegllnych grup funkcyjnych, penetracji membrany, czy organizacji molekularnej
zwigzkow w srodowisku liposoméw. Na podstawie posiadanych wynikow dwoch czesci
eksperymentalnych oceniono zwiazek C7, jako przedstawiajacy wigksza selektywnogé
w stosunku do wchodzenia w interakcje z membrang lipidowa, oraz umozliwiajacy bardziej
precyzyjna oceng swojego stanu wykorzystywanymi metodami.

W zwigzku z tym wykorzystano go do badan biologicznych z udzialem zwierzat.
Podczas eksperymentu, prowadzonego przez naukowcow Zakladu (na podstawie zgody
wyrazonej przez | Lokalng Komisje Etyczng w Lublinie, nr 31/2012, z dnia 15.06.2012 roku,
na realizacj¢ projektu ,,Przeciwdrgawkowy i neuroprotekcyjny potencjal wybranych zwiazkow
Z grupy 1,3.4-tiadiazoli w modelach niedotlenienia/niedokrwienia mozgu
1 ekscytotoksycznosci u szczurow™), na szczurach w modelu hipoksji/ischemii normobarycznej
(z zastosowaniem trzech kombinacji dawek C7), byly pobierane prébki materiatu
biologicznego (osoczy. serc i nerek), ktore w ramach niniejszej pracy poddano pomiarom
spektroskopowym. Dzigki jego wlasciwosciom fluorescencyjnym, obecnosé zwiagzku C7 udato

si¢ potwierdzi¢ we wszystkich trzech rodzajach probek. Wykazano tym samym, ze metoda
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spektroskopii fluorescencyjnej moze w tym przypadku stuzyé szybkiej detekcji badanego
zwigzku nawet w tak skomplikowanych ukladach biologicznych oraz, ze istotnie posiada on
zdolnosci migrowania przez bariery biologiczne (choé¢ mechanizm migracji nie byl tu
analizowany). Dalsza analiza spektrometryczna z uzycie metody FTIR wykazala istnienie
roznic w widmach zwierzat hipoksycznych i kontrolnych, ktére mozna bylo obserwowaé na
poziomie drugich pochodnych widm, choé nie pozwolila wyselekcjonowaé sposrod nich
specyficznego markeru stanu niedotlenienia. Co bardzo wazne, udalo si¢ za to wykazac, ze
zastosowanie zwigzku C7 u badanych zwierzat zmniejszalo, lub catkowicie niwelowato efekty
wywolane niedotlenieniem, widoczne na poziomie spektralnym. Przedstawione w czescl
poswigconej tym badaniom wyniki, wskazuja na cytoprotekcyjne wlasciwosci badanej

substancji, szczegolnosci najnizszej zastosowanej dawki.
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