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4. Wskazanie osiaggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm.):

A) Tytut osiaggnigcia naukowego:

,,Badanie biomarkerow stresu oksydacyjnego oraz indukowanej agregacji
nanoczastek zlota przy uzyciu rezonansowej spektroskopii rozpraszania
swiatla, spektroskopii absorpcyjnej, fluorescencji i nanowagi kwarcowej”

Powyzsze osiggni¢cie naukowe zostato udokumentowane w formie jednotematycznego cyklu

publikacji. Oswiadczenie wspoétautora publikacji wchodzacych w sklad osiagnigcia
naukowego i kopie publikacji habilitanta zawarte sg w Zatgcznikach Z-3a i Z-3b.

B) Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia naukowego:
(1) Magdalena Stobiecka and Maria Hepel, 2011, Effect of buried potential barrier
in label-less electrochemical immunodetection of glutathione and glutathione-capped

gold nanoparticles, Biosensors and Bioelectronics, 26, 3524-3530; IF 5.602, MNiSW 45*
* CZESC A WYKAZU CZASOPISM NAUKOWYCH z 2012 r

(2) Magdalena Stobiecka and Maria Hepel, 2010, Rapid functionalization of metal
nanoparticles by moderator-tunable ligand-exchange process for biosensor designs,
Sensors and Actuators B: Chemical, 149, 373-380; IF 3.370, MNiSW 32

(3) Maria Hepel and Magdalena Stobiecka, 2011, Comparative kinetic model
of fluorescence enhancement in selective binding of monochlorobimane to glutathione,
Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry, 225, 72-80; IF 2.421,

MNiSW 25*
* CZESC A WYKAZU CZASOPISM NAUKOWYCH z 2012 r

(4) Magdalena Stobiecka and Maria Hepel, 2011, Double-shell gold nanoparticle-based
DNA-carriers with poly-L-lysine binding surface, Biomaterials, 32, 3312-3321;
IF 7.404, MNiSW 50*
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* CZESC A WYKAZU CZASOPISM NAUKOWYCH z 2012 r

(5) Maria Hepel and Magdalena Stobiecka, 2012, Detection of Oxidative Stress
Biomarkers Using Functional Gold Nanoparticles, in: Fine Particles in Medicine
and Pharmacy, E. Matijevic [Ed.], Springer, Chapter 9, pp. 241-291, ISBN 978-1-4614-
0378-4; MNiSW-10 pkt.*

*Punkty wedtug Zatacznika nr 2, Karty Oceny Jednostki Naukowej, Cz¢s¢ C, dla dyscyplin: nauki przyrodnicze i medyczne,

Autorstwo rozdzialu w monografii w jezyku angielskim wydanej przez wydawce ogdlnoswiatowego

(6) Magdalena Stobiecka and Maria Hepel, 2011, Nitrotyrosine as a Biomarker
of Diabetes, in: Advances in Medicine and Biology,Vol. 13, L.V. Berhardt [Ed.], Nova
Science Publishers, New York, Chapter 8, pp. 177-202, ISBN 978-1-61761-438-5, MNiSW-

10 pkt.*
*Punkty wedtug Zatgcznika nr 2, Karty Oceny Jednostki Naukowej, Cz¢$¢ C, dla dyscyplin: nauki przyrodnicze i medyczne,

Autorstwo rozdziatu w monografii w jezyku angielskim wydanej przez wydawcg ogdlnoswiatowego

C) Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem

ich ewentualnego wykorzystania.

Glownym celem prowadzonych przeze mnie badan skladajacych si¢ na jednotematyczny
cykl publikacji, bytlo badanie oddziatywan biomarkerow stresu oksydacyjnego: glutationu
(GSH), homocysteiny (Hcys), cysteiny (Cys) i nitrotyrozyny (NT) oraz polilizyny (PLL)
z wielofunkcyjnymi nanoczgstkami ztota. Stres oksydacyjny jest czynnikiem wielu chorob
naczyniowo-sercowych, nowotworowych i neurodegenaracyjnych takich jak: choroba
Alzheimera, Parkinsona, autyzm. Wykonane przeze mnie badania sa wazne ze wzglgdu na ich
potencjalne zastosowania w diagnostyce chordb 1 terapii nowotworowej. Pomiary wykonywatam
przy uzyciu rezonansowej spektroskopii rozpraszania S$wiatta (Rezonance Elastic Light
Scattering, RELS), spektroskopii absorpcyjnej, fluorescencji, techniki nanowagi kwarcowej
(Electrochemical Quartz Crystal Nanobalance, EQCN) i rezonansowego fluorescencyjnego
przeniesienia energii (Resonance Fluorescence Energy Transfer, FRET). Indukowang przez
biomarkery agregacje nanoczgstek ztota obserwowatam zaréwno dla nanoczagstek ztota

pokrytych niejonowym fluorosurfaktantem jak 1 dla ujemnie natadowanych nanoczastek
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pokrytych cytrynianami. Agregacja nanoczastek oprocz pomiarow spektroskopowych zostata
potwierdzona przez zdjecia z wysokorozdzielczego transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(High Resolution Transmission Electron Microscopy, HR-TEM). Obszerne badania prowadzone
w ramach osiggniecia naukowego dotyczyly wymiany ligandow na powierzchni nanoczastek,
miedzyczasteczkowych oddzialywan i agregacji nanoczastek zlota przy uzyciu biomarkerow

stresu oksydacyjnego i polilizyny.

Badania prowadzone w ramach osiggni¢cia naukowego obejmowaly nastepujace tematy:

1. Wykrywanie markeréw stresu oksydacyjnego: glutationu, homocysteiny i cysteiny
podczas ich oddzialywan 2z nanoczastkami zlota przy uzyciu rezonansowej

spektroskopii rozpraszania swiatla i spektroskopii absorpcyjnej

Wczesniejsze badania wykorzystujace nanoczastki do badania biomarkeréw stresu
oksydacyjnego: GSH (Lim et al., 2008), Cys (Rusin et al., 2004, Zhang et al., 2002) i Hcys
(Gates et al., 2008, Rusin et al., 2004, Wang et al., 2004, Lim et al., 2007) opieraty si¢ gtownie
na pomiarach kolorymetrycznych. W swoich pomiarach stwierdzitam, ze biomarkery te mozna
réwniez wykrywaé¢ badajac ich oddziatywania z nanoczastkami zlota (AuNP) metoda
rozpraszania $wiatta przez lokalny plazmon powierzchniowy w rezonansowej spektroskopii
elastycznego rozpraszania $wiatta (RELS). Metoda ta wykazuje wyzszg czuto$¢ niz metody
kolorymetryczne (Hepel and Stobiecka, 2012, Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and Stobiecka,
2011a).

Po dodaniu wzrastajacych stezen biomarkerow: Hcys i GSH do roztworu nanoczastek ztota
pokrytych cytrynianami (AuNP@Cit), obserwowatam wzrost intensywnosci rozpraszania Swiatla
RELS. Na przyktad, po dodaniu 15 uM homocysteiny do AuNP intensywno$¢ rozpraszania
Swiatla byta 19 razy wigksza: s o/lsc1 = 19, a po dodaniu glutationu 9 razy wigksza: lsco/lsc1 =9,
(Cesn> 2.5 mM) (lse1 i Isc2 to odpowiednio intensywnosci rozpraszania Swiatta przez nanoczastki
przed i po dodaniu biomarkerow). Uzyskane przeze mnie wyniki byly zgodne z wynikami
otrzymanymi podczas pomiarow absorpcyjnych w swietle ultrafioletowym i widzialnym
(UV-Vis). Po dodaniu biomarkerow do roztworu AuNP obserwowalam wzrost absorbancji

1 przesunigcie pasma lokalnego plazmonu powierzchniowego w stronge dluzszych fal
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(Admax = 44 nm dla Hcys i Admax = 54 nm dla GSH) (Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and
Stobiecka, 2012). Po dodaniu GSH, Hcys i Cys, byta widoczna takze zmiana koloru roztworu
nanoczastek ztota z czerwonego na fioletowy. Wszystkie te wyniki swiadczyly o tworzeniu
si¢ wiekszych agregatow nanoczastek pod wptywem biomarkerow. Podczas agregacji wzbudzaty
si¢ kolektywne oscylacje lokalnych powierzchniowych plazmonéw czastek wchodzacych
w sktad agregatu, zastepujgc niezalezne oscylacje plazmonowe pojedynczych nanoczgstek.
Kolektywne oscylacje wigkszych agregatoéw powodujg efekt batochromowy i zmian¢ koloru
roztworu koloidalnego.

W kolejnych doswiadczeniach opracowatam nowe metody stuzace do wykrywania
biomarkeréw stresu oksydacyjnego: Hcys i Cys oraz badatam ich oddziatywanie
z nanoczastkami zlota pokrytymi niejonowym fluorosurfaktantem Zonylem (AuNP@Zonyl)
(Hepel and Stobiecka, 2012). Czasteczki biomarkeréw zastgpowaly fluorosurfaktant
na powierzchni AuNP, a nastepniec wywolywaly grupowanie sferycznych nanoczastek zlota
w wicksze agregaty. Podczas badan zauwazylam nieznaczne réznice w oddziatywaniu Hcys
i Cys z naladowanymi ujemnie oraz oboj¢tnymi nanoczgstkami. Na podstawie uzyskanych
wynikow eksperymentalnych, symulacji dynamiki molekularnej i obliczen kwantowych
zaproponowatam mechanizm oddziatywan tych tioaminokwaséw z nanoczastkami AuNP@Cit
i AUNP@Zonyl. Stwierdzitam, ze w poczatkowym etapie oddziatywan biomarkerow z AuNP
tworzy si¢ powierzchniowy kompleks migdzy czasteczkami Cit i Heys oraz Cit i Cys. Sity
dzialajace miedzy czasteczkami cytryniandw 1 biomarkerow to przycigganie elektrostatyczne
oraz wigzania wodorowe. Konformacyjne roéznice kompleksow widoczne sg gléwnie
w odlegtosci grupy tiolowej —SH biomarkeréw od powierzchni ztota. Dla Hcys dystans
od powierzchni ztota wynosi 0.38 nm a dla Cys 0.75 nm. Powoduje to zréznicowang zdolnos¢
biomarkerow do wymiany liganda z powierzchni AuNP i indukowanie procesu agregacji
nanoczastek (Rys.1). Z uzyskanych przeze mnie rezultatdw jasno wynika, ze czasteczki Hcys
wykazaty wickszg efektywnos¢ w wymianie liganda w poréwnaniu z czgsteczkami Cys. Wyniki
badan dotyczacych mechanizmu oddzialywan biomarkeréw z cytrynianami maja kluczowe
znaczenie w analitycznym rozréznianiu czasteczek o podobnej budowie (Hcys rézni si¢ od Cys

tylko tym, ze w swojej czasteczce posiada dodatkowa grupe —CHy).
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Rys. 1. Zaleznoé¢ intensywnosci rozpraszania $wiatta (lg) dla nanoczastek zlota pokrytych cytrynianami
w zaleznosci od stezenia (1) homocysteiny, (2) metioniny, (3) alaniny, (4) histydyny, (5) glutationu,
(6) cysteiny; Cauwpe = 3.8 nM, pH=5, J¢ = 560 nm. WSTAWKA: Powierzchniowe kompleksy Hcys i Cys
z Cit tworzace si¢ podczas wymiany liganda. (Na podstawie publikacji (Hepel and Stobiecka, 2012)).

2. Badanie indukowanej agregacji nanoczastek zlota oraz wyjasnienie mechanizmu

procesu wymiany ligandéw na powierzchni nanoczgstek

W ramach badan oddziatywan nanoczastek zlota z biomarkerami stresu oksydacyjnego,
przeprowadzitam szereg eksperymentow dotyczacych mechanizmu wymiany liganda oraz
wzajemnego oddziatywania i agregacji nanoczastek pod wptywem biomarkeréw. W badaniach
tych pokazatam, ze sily wystepujace podczas agregacji nanoczastek obejmujg: sity
oddziatywania elektrostatycznego (Hepel and Stobiecka, 2012, Stobiecka and Hepel, 2010),
oddziatywania dipolowego typu ,,+” ,,-”” (Hepel and Stobiecka, 2012), van der Waalsa (Stobiecka
and Hepel, 2011a) i wigzan wodorowych (Hepel and Stobiecka, 2012). Wykazatam rowniez,
ze oddziatywania migdzy nanoczastkami zalezne sa od pH roztworu, sity jonowej oraz rozmiaru
i ksztattu nanoczgstek ztota (Hepel and Stobiecka, 2012).

Pierwszym etapem, ktéry prowadzi do agregacji nanoczgstek jest proces wymiany liganda
na powierzchni AuNP (Ackerson et al., 2005, Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and Stobiecka,
2012). Nastepnie zachodza oddziatywania miedzyczasteczkowe prowadzace do agregacji
nanoczastek ztota (Lim et al.,, 2007, Mocanu et al., 2009). Z powodu stosunkowo stabego
powinowactwa cytrynianow do zlota, termodynamiczna stabilno$¢ zaadsorbowanych
cytryniandw na AuNP nie jest duza. Cytryniany moga wigc tatwo ulega¢ procesowi wymiany
przez czasteczki tioli. Mocniej zwigzane z powierzchnig sg czasteczki cysteiny, a najsilniej
homocysteiny. Proces wymiany liganda moze by¢ ponadto hamowany kinetycznie (Stobiecka

and Hepel, 2010). W badaniach procesu wymiany wielu ligandéw zawierajagcych GSH, Hcys

6
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1 Cit, odkrylam bowiem, ze jeden z ligandéw (GSH) moze kontrolowa¢ szybko$¢ wymiany
innych ligandow (Hcys i Cit) zwalniajac proces a nawet zapobiegajac agregacji nanoczastek
ztota podczas pomiaru trwajacego 60 s (Stobiecka and Hepel, 2010). Zanim nastapi catkowita
wymiana liganda moga réwniez wystepowac¢ miedzyczasteczkowe potaczenia, ktére powoduja
cze$ciowg agregacje AuNP. W przypadku glutationu stwierdzitam, ze w pierwszym etapie
tworzenia agregatdw, biomarker 1aczy =ze sobg czgsteczki cytrynianow  znajdujgce
si¢ na powierzchni sgsiednich nanoczastek zlota tworzac male agregaty typu: AUNP@Cit-GSH-
Cit@AUNP. Dopiero po wymianie liganda i zastgpieniu Cit przez GSH, dominuja oddziatywania
elektrostatyczne i wigzania wodorowe miedzy czgsteczkami GSH pokrywajgcymi sgsiednie
nanoczastki ztota (AuNP@GSH-GSH@ AuNP) (Hepel and Stobiecka, 2012).

W badaniu agregacji nanoczastek ztota pod wpltywem biomolekut, wykorzystatam
przesunigcie pasma lokalnego plazmonu powierzchniowego (SP) w absorpcji UV-Vis
1 spektroskopie RELS oraz potwierdzitam ja, za pomoca obrazéw wysokorozdzielczego
transmisyjnego mikroskopu elektronowego. Czestotliwos¢ oscylacji  SP jest bardzo czuta
na zmiany w otoczeniu nanoczastek i odleglto$ci miedzy nimi. Po zblizeniu si¢ AuNP
na odleglo$¢ mniejsza niz ok. 5 promieni nanoczastki, plazmonowe pola elektryczne wokot
nanoczastek zaczynaja oscylowa¢ w sposob skoordynowany. Badania teoretyczne oscylacji
plazmonowych (Lee and El-Sayed, 2006) i absorpcyjnych widm SP (Link and El-Sayed, 1999)
umozliwity zrozumienie mechanizmu, ktéry powoduje przesunigcie maksimum absorbancji
zwigzane z procesem agregacji nanoczgstek, obserwowane podczas moich badan
eksperymentalnych (Hepel and Stobiecka, 2012). AuNP wykazujag wzmocnienie intensywnosci
rozpraszania $wiatta podczas agregacji z powodu kolektywnych oscylacji plazmonow
powierzchniowych (Hepel and Stobiecka, 2012). Zalezno$¢ intensywno$ci lsc 0od rozmiaru
agregatOw a nie moze by¢ bezpo$rednio wyznaczona z roéwnania Rayleigha, wedlug ktorego
l. ~ a°, poniewaz stezenie nanoczastek zmniejsza si¢ podczas procesu agregacji (Hepel and
Stobiecka, 2012). Rozmiary agregatéw wyznaczylam z pomiaréw RELS (lsco/lsc1) = (a2/ai)’,
gdzie 1 i 2 oznaczajg stan przed i po agregacji nanoczastek) (Hepel and Stobiecka, 2012).
Po dodaniu Hcys, $rednica agregatow jest 1.99 razy wigksza niz s$rednica pojedynczych
nanoczastek. Po dodaniu GSH wielko$¢ agregatow zwigkszyla si¢ natomiast 2.09 razy

(Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and Stobiecka, 2012).
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W swoich badaniach, obserwowatam zmiany rozpraszania RELS zachodzace w zaleznoSci
od pH roztworu. Byly one wywotane tworzacg si¢ nowg rownowaga kwasowo-zasadowg miedzy
czasteczkami cytrynianow 1 biomarkeréw. Ze wzgledu na rozne wartosci pK, badanych
aminokwasow, moglam rozr6ézni¢ biomarkery w roztworach o innym pH. W pH = 3, GSH
wystepuje glownie w postaci jonu dipolowego. Grupy aminowe -NH, (pK, = 9.49)
sa Uprotonowane tworzac grupy -NH3" a grupy karboksylowe —COOH kwasu glutaminowego
(pKa = 2.04) sa w wigkszoSci zdysocjowane tworzac natadowane ujemnie grupy -COO'.
Powoduje to, ze czasteczki GSH znajdujace si¢ na dwoch sasiednich nanoczastkach zaczynaja
ze soba oddzialywa¢ za pomocg sit dipolowych. Grupy -COO™ glutationu znajdujacego
si¢ na pierwszej nanoczastce (1)-COQ") oddziatywuja z grupami -NHs" glutationu znajdujacego
sic na drugiej nanoczastce (2]-NHs") i odwrotnie, grupy -NH3" glutationu znajdujacego
sic na pierwszej nanoczastce (i|-NHs") oddzialywuja z grupami karboksylowymi glutationu
znajdujacego si¢ na drugiej nanoczastce (2|-COQ") (1] i 2| 0znaczaja sgsiednie nanoczastki ztota).
Sprawia to, ze nanoczastki zlota pokryte glutationem (AuNP@GSH) w pH = 3 1lacza
si¢ w wigksze agregaty. Potwierdzilam to za pomocg badan eksperymentalnych stosujac technike
RELS (Rys.2) (Hepel and Stobiecka, 2012).

Tworzenie agregatow zgodnie z prawem Rayleigha powoduje wzrost intensywnosci
rozpraszania $wiatla a takze przesunigcie dlugosci fali pasma plazmonu powierzchniowego
w kierunku dtuzszych fal (Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and Stobiecka, 2012). W pH = 3
nie obserwowatam takich wynikéw dla nanoczastek zlota pokrytych homocysteing
(AUNP@HCcys). Szczegdtowa analiza wykazuje bowiem, ze w kwasnym pH czasteczki Hcys
posiadaja tadunek dodatni netto. Jest to spowodowane protonacjg grup aminowych oraz grup
karboksylowych. Prowadzi to, do wymiany liganda, czyli =zastapienia znajdujacych
si¢ na powierzchni nanoczgstek cytrynianéw lub fluorosurfaktantu przez czasteczki Hcys.
Nastepuje wtedy stabilizacja ztota koloidalnego w roztworze. Ztote nanoczastki pokryte Hcys

odpychajg si¢ od siebie 1 nie obserwujemy wzrostu intensywnos$ci rozpraszania Swiatta.
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Rys. 2. Widma elastycznego rozpraszania $wiatta dla 10.1 nM AuNPs,,, i réznych stezen GSH zarejestrowane
po 1 min od momentu dodania GSH do roztworu; Cgsy [MM]: (1) 0, (2) 267, (3) 3.0,
(4) 317, (5) 3.33, (6) 5, WSTAWKA: Proces wymiany liganda miedzy Cit i GSH oraz zdjecia
z wysokorozdzielczego elektronowego mikroskopu transmisyjnego przedstawiajace agregacie nanoczastek zlota
pokrytych GSH. (Na podstawie publikacji (Hepel and Stobiecka, 2012)).

Dopiero w pH = 5-6 zauwazytam, ze nanoczastki AuNP@Cit lub AuNP@Zonyl, po dodaniu
Hcys grupuja si¢ w wicksze agregaty. Obserwowalam wtedy wzrost intensywnosci rozproszenia
swiatta 1 batochromowe przesunigcie pasma absorpcji SP (Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and
Stobiecka, 2012). Stwierdzitam rowniez, ze dodatek do czasteczek zlota innych aminokwasow,
takich jak histydyna, alanina czy metionina, w ogéle nie powoduje agregacji nanoczastek w tym
pH. Jest to spowodowane catkowitym brakiem wymiany liganda na powierzchni nanoczastek.
Aminokwasy bez grupy —SH nie zastepuja czasteczek Cit oraz ZONYLu na powierzchni AuNP.
Grupa -S-S- w metioninie tez nie ma dostatecznie silnego powinowactwa do zlota. W pH = 5-6,
glutation, ktory wymienia Cit 1 ZONYL w nanoczastkach AuNP@Cit 1 AuNP@Zonyl,
nie powoduje agregacji nanoczastek ztota. W tym pH czasteczki GSH wystepuja bowiem
w postaci anionéw 1 posiadaja wypadkowy tadunek ujemny. Po wymianie cytryniandw
lub Zonylu, nastepuje wzajemne odpychanie nanoczastek AUNP@GSH od siebie. Dodatkowe
utrudnienia w wymianie liganda powoduje fakt, ze w pH = 5-6 cytryniany znajdujace
si¢ na powierzchni zlota rowniez natadowane sa ujemnie. Wystepuja zatem sity
elektrostatycznego odpychania migdzy czasteczkami Cit i GSH. Z przeprowadzonych przeze
mnie badan wynika, ze ze wzgledu na zalezno$¢ agregacji AuNP przez biomarkery stresu
oksydacyjnego od pH, jest mozliwe rozréznienie biomarkeréw GSH |1 Hcys poprzez
odpowiednie dobranie pH roztworu (Rys.3) (Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and Stobiecka,
2012).
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Rys. 3. Zalezno$¢ intensywnosci rozpraszania $wiatta |, wzgledem pH dla: (1) 20 puM roztworu GSH
i (2) 20 uM roztworu Hcys; 7 = 60 S; Cane = 3.8 nM; s$rednica AuNP: 5 nm, Cg; = 0.46 mM.
(Na podstawie publikacji (Stobiecka and Hepel, 2010)).

3. Badanie efektu bariery potencjalowej w piezoimmunosensorze sluzacym

do wykrywania glutationu i nanoczastek zlota pokrytych glutationem

Czujniki bazujace na molekularnym rozpoznaniu i uzywajace monowarstw zbudowanych
z przeciwcial, DNA lub receptorow (Mirkin et al., 1996, Stobiecka et al., 2009, Stobiecka et al.,
2010d, Stobiecka and Hepel, 2010, Stobiecka et al., 2012) stanowig wazny element rozwoju
nowego kierunku diagnostyki medycznej. Coraz czgéciej wehodzg one bowiem w sktad szybkich
testdw, tzw. oznaczen przy tozku chorego, ktére mozna wykonywaé w gabinecie lekarza
podstawowej opieki zdrowotnej. Jest to metoda szczegOlnie upowszechniajaca sie w krajach
trzeciego $wiata, gdzie dostgp do instrumentalnych metod analitycznych i1 diagnostyki
laboratoryjnej jest znacznie ograniczony. Czujniki molekularne powinny wykazywa¢ wymagang
czuto$¢, musza by¢ tanie i spetnia¢ warunki higieny (np. sensory jednorazowego uzytku)
(Uehara et al., 2010, Zhang et al., 2002). Opracowanie odpowiednich czujnikow na rozne
biomarkery choréb wymaga szczegétowych badan oddziatywan supramolekularnych, wigzan
kowalentnych i wodorowych w warstwach chemoczutych, selektywnosci, czulosci sensora, itp.
Dla uzyskania satysfakcjonujacej czutosci sensora i warstwy bioaktywnej bardzo istotne jest
skompensowanie oddziatywan elektrostatycznych. Badania wplywu barier potencjalowych, na
rozktad pola i potencjatu elektrycznego w modelowych warstwach prowadzitam uzywajac
niezwykle czutego kwarcowego przetwornika piezoelektrycznego z napylong elektrodg ztota
(Stobiecka and Hepel, 2011b). W ramach tej tematyki opracowatam dwa typy immunosensorow,

ktore stuzyty do wykrywania glutationu. W pierwszym typie sensora, przeciwciato skierowane
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przeciw GSH (anti-GSH) bylo przylgczane do powierzchni zlotej piezoelektrody poprzez
samoorganizujacg si¢ warstwe (SAM) naladowanych dodatnio czgsteczek aminoheksanotiolu.
W drugim piezosensorze, przeciwciato bylo przylaczone do ujemnie natadowanej warstwy
czasteczek glutationu. W obu rodzajach sensoréw wytwarzatam sztywna monowarstwe
tadunkow dodatnich lub ujemnych. Technikg uzywang podczas tych pomiaréw byla
elektrochemiczna nanowaga kwarcowa. Poszczegllne warstwy tworzone podczas konstrukcji
sensora  obserwowalam za pomoca pomiardw nanograwimetrycznych a  takze
elektrochemicznych. Pomiary woltammetryczne prowadzitam w obecnos$ci dwoch markerow
redoks: ujemnego jonu [Fe(CN)¢]* i dodatniego jonu [Ru(NH3)]**. Mocniejsze zmiany
w odpowiedzi sensora uzyskatam dla immunosensora z dodatnig barierg potencjatu (Rys.4).
Okazuje si¢, ze zapewnia ona lepsza stabilnos¢ filmu i bardziej korzystny rozktad radunku.
Wiegkszg czuto$¢ wzgledem analitu obserwowatam w badaniach wykorzystujacych ujemny
marker elektrochemiczny. Uzyskane wyniki eksperymentalne zostaly réwniez potwierdzone
przez teoretyczne obliczenia rozkladu pola elektrycznego i1 potencjatu, wykonane stosujac
rownanie roézniczkowe Poissona i uzywajgc rozktadu Gaussa dla tadunkow zwigzanych w filmie.
Stwierdzitam rowniez, podobnie jak inni badacze (Gerdon et al., 2005), ze badane
piezoimmunosensory wykazaly lepsza czulo$¢ w stosunku do nanoczastek ztota pokrytych

glutationem niz samych czgsteczek glutationu (Rys.4).

a0} .
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Rys. 4. Cykliczne woltamogramy uzyskane w 1 mM roztworze KsFe(CN)s po modyfikacji immunosensora
z dodatnig bariera potencjatu: (1) czysta zlota piezoelektroda, (2) po dodaniu 6-amino-1-heksanotiolu,
(3) po zakotwiczeniu monoklonalnego przeciwciata anti-GSH, (4) po zablokowaniu albuming z surowicy bydlgce;j,
(5) nanoczastki zlota pokryte glutationem; v = 100 mV/s. WSTAWKA: Grawimetryczne zmiany filmu
QC/AU/AHT/Ab,BSA po dodatku: (1) 1.25 mM GSH, (2) 0.95 nM AuNP@GSH; oraz schemat modyfikacji
piezoelektrody. (Na podstawie publikacji (Stobiecka and Hepel, 2011b)).
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W badanich tych osiggnetam bardzo niski limit detekcji: LOD = 0.3 nM. Na podstawie
przeprowadzonych badan sformutowatam wnioski odno$nie konstrukcji warstw chemoczutych.
Warstwy te przede wszystkim muszg by¢ zbalansowane elektrycznie w celu zminimalizowania
niespecyficznej wymiany jonowej na granicy faz warstwa-elektrolit. Dla zakotwiczenia
czasteczek przeciwcial w warstwie chemoczutej, jest wskazane natomiast wytworzenie dodatniej
bariery potencjatlowej. Bariera ta powinna by¢ usytuowana w glebi warstwy chemoczutej, przy
granicy faz elektroda-warstwa, zeby obnizy¢ niespecyficzng wymiang jonowa ha granicy
faz warstwa-elektrolit (Stobiecka and Hepel, 2011b).

4. Badanie mechanizmu i kinetyki wigzania glutationu z monochlorobimanem za pomocg

fluorescencji, izotermicznej kalorymetrii miareczkowej i spektroskopii Ramana

Znakowanie fluorescencyjne komodrek oraz ich skladnikow ma szerokie zastosowanie
w biologii komorki i medycynie. Umozliwia bowiem badanie kluczowych aspektéw procesow
zyciowych, takich jak cykl komérkowy, rozne choroby, rozwoj nowotworow itp. (Kamencic et
al., 2000, Lakowicz, 2006). Wykorzystujac doskonaly czutos¢ metod fluorescencyjnych mozna
bezposrednio bada¢ biomolekuty w zywych komorkach (Tseng et al., 2005). Wiaczajac si¢ w ten
nurt badan, skupitam si¢ nad Kinetycznymi aspektami selektywnego wigzania barwnika
monochlorobimanu (MCB) z glutationem. GSH pelni wazng role w organizmie czlowieka.
Bierze udziat w detoksykacji (James et al., 2006, Kohen and Nyska, 2002, Noble et al., 2005)
i utrzymaniu prawidlowego potencjatu redoks komorek (James et al., 2006). Prawidlowa
gospodarka redoks ma ogromne znaczenie w regulacji wewnatrzkomorkowego metabolizmu,
w procesach wzrostu 1 réznicowania si¢ komorek oraz apoptozy. Pod wplywem stresu
oksydacyjnego, stosunek utlenionej (GSSG) do zredukowanej (GSH) formy glutationu ulega
zmianie 1 moze wskazywac na stan chorobowy organizmu. W zwigzku z tym, glutation stanowi
doskonaty biomarker chorob wywotanych przez stres oksydacyjny. Monochlorobiman (MCB)
jest zwiazkiem, ktory tworzy z tiolami fluorescencyjny addukt pozwalajacy na ich wykrycie
w komorkach (Rys.5). Tworzenie kompleksu MCB z GSH (GSB) bylo wykorzystywane
do jakosciowego oznaczania GSH oraz mapowania jego rozmieszczenia w komorkach
i tkankach. Stuzylo takze do rozrdzniania komorek nowotworowych od normalnych

I wyjasnienia mechanizmu odpornosci komorek nowotworowych na leki chemoterapeutyczne
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(Millis et al., 1997). Ostatnio monochlorobiman zostal uzyty takze do analizy poziomu
siarczkow we krwi (Bengtsson et al., 2008). W moich pomiarach badalam oddziatywania
barwnika monochlorobimanu z glutationem w celu wykorzystania tej metody do wykrywania
GSH w prdbkach osocza krwi dzieci chorych na autyzm (Hepel and Stobiecka, 2011a, James et
al., 2006).
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Rys. 5. Widma fluorescencyjne uzyskane dla 330 uM roztworu monochlorobimanu po dodaniu réznych stgzef
glutationu mierzone po 50 min oddziatywania, Cgsy [UM]: (1) O, (2) 67, (3) 133, (4) 200, (5) 270, (6) 333;
WSTAWKA: Struktura adduktu GSB. (Na podstawie publikacji (Hepel and Stobiecka, 2011a)).

Z powodu nieréwnomiernego rozmieszczenia MCB w komodrkach (preferencyjnie barwnik
ten akumuluje si¢ w jadrze komorkowym (Soderdahl et al., 2003)), w badaniach stosowatam
wysokie stezenie MCB (wyzsze, niz jest to zwykle stosowane w pomiarach fluorescencyjnych)
w celu wysycenia jadra komorkowego. Dla uproszczenia modelu pomiarowego, w badaniach nie
uzywatam rowniez enzymu S-transferazy glutationowej (GST). GST jest wykorzystywana
zwykle do przyspieszenia reakcji wigzania GSH z MCB i pomaga w przenoszeniu GSH przez
btony komoérkowe, np: z krwinek czerwonych do roztworu, pozwalajgc na analityczne wykrycie
GSH bez niszczenia bton komoérkowych. Oprocz pomiardow fluorescencyjnych wykonatam takze
pomiary nieoptyczng metoda izotermicznej kalorymetrii miareczkowej (ITC). Pomiary ITC
wykluczaja potencjalne zaklocenia analizy spowodowane zbyt wysokim stezeniem analitow,
ktore moze powodowa¢ wygaszanie sygnalu fluorescencyjnego tworzonego kompleksu.
W metodzie ITC proces wigzania GSH z MCB jest badany bowiem poprzez pomiar ciepta
wydzielonego podczas reakcji. Wigzanie GSH z MCB jest procesem nieodwracalnym.
Na podstawie uzyskanych przeze mnie wynikow fluorescencyjnych i kalorymetrycznych
opracowatam kinetyczny model wigzania MCB z GSH. State szybkosci reakcji otrzymane

Z pomiaréw fluorescencyjnych i kalorymetrycznych wynosity odpowiednio k; = 0.274 + 0.012
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s ™M1k, =0.315 +0.004 s *M*. Otrzymana podczas pomiaréw zmiana entalpii AH = -48.46 +
0.61 kJ/mol wskazuje na egzotermiczny charakter reakcji GSH z MCB. Porownywalne warto$ci
statych szybkosci otrzymane dwoma niezaleznymi metodami, wykluczyly ponadto mozliwo$¢
zaklocenia fluorescencyjnego sygnatu analitycznego dla stosowanych stezen MCB (330 uM)
i GSH (0-5 mM). Badanie zmian stanéw wibracyjnych pierscieni monochlorobimanu
po potaczeniu z GSH zostalo natomiast przeprowadzone za pomocag obliczen kwantowo-
mechanicznych. Relaksacje pierScieni i tworzenie kompleksu GSH-MCB potwierdzitam

dodatkowo badajac widma spektroskopii Ramana (Hepel and Stobiecka, 2011a).

5. Zastosowanie nanoczastek zlota pokrytych polilizyna w terapii genowej

Nanostruktury moga by¢ wykorzystywane w tworzeniu implantow, inzynierii tkankowej oraz
jako nosniki genéw do wycelowanego dostarczania zwigzkow w konkretne miejsce, np. okolice
nowotworu (Lee et al.,, 2008, Nutiu and Li, 2005). Wiaczajac si¢ w ten nurt badan
syntetyzowatam nanoczastki zlota pokryte cytrynianami oraz polilizyng (AuNP@Cit/PLL).
W swoich badaniach potwierdzitam, ze AuNP@Cit/PLL stanowia doskonate podioze dla
czasteczek DNA (Stobiecka and Hepel, 2011a). Mocne elektrostatyczne oddziatywania
AuNP@Cit z PLL, badatam za pomocg techniki RELS oraz absorpcji UV-Vis. W roztworze
0 pH = 5.20 + 0.17 grupy -COOH cytryniandw sg zdysocjowane, nadajgc nanoczastkom ztota
tadunek ujemny. Polilizyna w tym pH jest sprotonowana i posiada tadunek dodatni netto.
Po dodaniu wzrastajacych stgzen PLL do roztworu nanoczgstek AuNP@Cit, obserwowatam
efekt batochromowy i wzrost absorbancji lokalnego plazmonu powierzchniowego. Nastgpowata
rowniez zmiana koloru roztworu AuNP@Cit. Swiadczy to o silnym oddzialywaniu
elektrostatycznym miedzy czastkami 1 tworzeniu si¢ wiekszych agregatow zlota koloidalnego,
w ktorych czasteczki polilizyny stuzg jako laczniki. Oddziatywanie AuNP@Cit z PLL
powodowato ponadto mocny wzrost intensywno$ci rozpraszania $wiatla. Wyniki pomiarow
RELS uzylam do wprowadzenia rozszerzonego réwnania adsorpcji langmuirowskiej (hyper-
Langmuirian adsorption equation), z ktorego wynika, ze na jedng nanoczastke¢ ztota przypada
1.35 czasteczki PLL. Potwierdza to, ze czasteczki PLL moga shuzy¢ jako taczniki (mostki)
w tworzeniu agregatdow nanoczastek. Deprotonacja PLL w pH > 11, powodowata natomiast

obnizenie intensywno$ci rozpraszania Swiatta 1 efekt hipsochromowy rezonansu

14



Dr Magdalena Stobiecka Zalgcznik Z-1a

powierzchniowego. Nastepnie nanoczastki AuNP@Cit/PLL wykorzystatam do badania
oddziatywan z czgsteczkami kwasu deoksyrybonukleinowego pochodzacego z grasicy bydlecej
(ctDNA). Techniki EQCN 1 RELS, ktore zastosowalam w badaniach, potwierdzity
elektrostatyczne przyciaganie migdzy dodatnio naladowanymi czgsteczkami PLL i ujemnie
naladowanymi grupami fosforanowymi w tancuchu DNA (Rys.6). Z uzyskanych przeze mnie
wynikow mozna wnioskowaé, ze nanoczastki AuNP@Cit/PLL moga by¢ wykorzystane jako

no$niki genow.
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Rys. 6. Zmiany masy Am wywotane dodaniem roztworu cytrynianéw (1), PLL (2), i ctDNA (3), do zlotej
piezoelektrody. Dodanie roztwor6w zaznaczone jest strzatkami; elektrolit: 0.02 M PBS, pH = 7.45. C¢;; = 10 mM,
CrL = 30 ppm, Cypna = 45 MM bp (wszystkie stezenia sa stezeniami koncowymi). WSTAWKA: Schemat
modyfikacji nanoczastek ztota pokrytych Cit i PLL za pomocg ctDNA. (Na podstawie publikacji (Stobiecka and
Hepel, 2011a)).

6. Badanie oddzialywania nitrotyrozyny z nanoczastkami zlota pokrytymi cysteamina

i fluorescencyjnymi barwnikami

Nitrotyrozyna (NT) jest obiecujacym biomarkerem zmian zachodzacych w organizmie pod
wplywem stresu oksydacyjnego i nitrozacyjnego (Kotodziejczyk, 2010, Szumska et al., 2012).
Powstaje glownie w wyniku nitrowania reszt tyrozyny a jej podwyzszony poziom skorelowany
jest z nadprodukcjg rodnikow. Podwyzszony poziom NT w osoczu krwi wystepuje nie tylko
u chorych z cukrzyca typu 11 2 (Ceriello et al., 2002, Hoeldke et al., 2002), ale takze w takich
chorobach jak: miazdzyca (Beckman et al.,, 1994), Alzheimer (Smith et al., 1997),
lub reumatoidalne zapalenie stawow (Kaur and Halliwell, 1994).

Wilaczajac si¢ w ten nurt badan opracowatam nowa metodologi¢ do monitorowania poziomu
NT wykorzystujac spektroskopie rezonansowego rozpraszania S$wiatta oraz spektroskopig

fluorescencyjng. Badatam oddziatywania nitrotyrozyny z nanoczastkami zlota pokrytymi
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cysteaming oraz dwoma barwnikami fluorescencyjnymi: kumaryng C120 (Rys.7) i rodaming B
(RhB). Tworzenie si¢ molekularnych struktur RhB-NT i C120-NT badatam takze za pomocg
symulacji dynamiki molekularnej i obliczen kwantowo-mechanicznych. (Stobiecka and Hepel,
2011d).

Z otrzymanych podczas pomiaréw spektroskopowych RELS wynikéw (Isco/lsc1) = (as/ar)’,
obliczytam wielko$¢ $rednicy tworzacych sie agregatow po interakcji NT z AUNP (ar = az/a; =
1.192). Z uzyskanych danych jasno wynika, ze w przeciwienstwie do glutationu i homocysteiny,
nitrotyrozyna nie powoduje wymiany liganda na powierzchni AuNP, a wzrost $rednicy
agregatow nastepuje tylko dzieki przytaczeniu NT do czasteczek cysteaminy pokrywajacych
AUNP za pomoca oddziatywan elektrostatycznych i wigzan wodorowych. Dla potwierdzenia,
ze NT reaguje z AuNP, dodatkowo sprawdzitam adsorpcj¢ NT na powierzchni zlotej
piezoelektrody i oddzialywanie NT z kumaryng C120 za pomocg techniki nanowagi kwarcowe;.
W  badaniach  fluorescencyjnych, nitrotyrozyna powodowata wygaszanie sygnatu
fluorescencyjnego zaréwno kumaryny C120 jak i rodaminy B, gdzie bezposredni transfer energii
FRET w strukturze NT- RhB jest ograniczony ze wzgl¢du na stabe pokrycie widma emisyjnego
RhB z pasmem absorpcyjnym NT (Stobiecka and Hepel, 2011d). W tym przypadku
prawdopodobnie mechanizm de-ekscytacji obejmuje wzbudzenie wibracyjne nieusztywnionej

czesci czasteczki RhB czyli grupy karboksyfenylowej, zwiazanej z czasteczka NT wigzaniem
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Rys. 7. Widma emisyjne fluorescencji kumaryny C120 w obecno$ci wygaszacza nitrotyrozyny. Cyr: (Krzywe
1do 9) 0-0.33 mM; Aex = 342 nm; Ceigo: 17 NM; 20 mM Tris, pH 7.4 (Stobiecka and Hepel, 2011d)

Na podstawie pomiarow fluorescencyjnych i rozszerzonego réwnania Sterna-Volmera
wyznaczytam rowniez stale wygaszania wynoszace odpowiednio K¢, = 2.4x10* M

i Ky = 7.9x10°> Mt dla molekularnych struktur RhB-NT i C120-NT.
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Gléwnymi osiggnieciami prowadzonych przeze mnie badan sg:

e Opracowanie nowej metody do wykrywania markerdw stresu oksydacyjnego: glutationu,
homocysteiny i1 cysteiny za pomoca rezonansowej spektroskopii rozpraszania §wiatta
i spektroskopii absorpcyjnej

e Odkrycie efektu bariery potencjatu w piezoimmunosensorach stuzacych do wykrywania
glutationu i nanoczastek zlota pokrytych glutationem

e Zbadanie mechanizmu i kinetyki wigzania  glutationu ze  znacznikiem
monochlorobimanem za pomocg spektroskopii fluorescencyjnej i Ramana

e Badanie agregacji nanoczastek ztota pod wptywem biomarkerdw stresu oksydacyjnego

e Woyjasnienie mechanizmu proceséw wymiany liganda na powierzchni nanoczastek ztota
miedzy czasteczkami cytrynianow, fluorosurfaktanta, glutationu, cysteiny i homocysteiny

e Synteza nanoczastek zlota pokrytych polilizyng dla potencjalnych zastosowan ich jako
nosnikow DNA w terapii genowej

e Opracowanie nowej metodologii do monitorowania poziomu nitrotyrozyny za pomoca

spektroskopii fluorescencyjnej

Wykorzystanie wynikdéw

Wyniki badan przedstawionych w osiggni¢ciu naukowym wykorzystatam do opracowania
biosensorow stuzacych do wykrywania stresu oksydacyjnego i jego ilosciowego oznaczenia
(Stobiecka and Hepel, 2011d, Stobiecka and Hepel, 2010, Hepel and Stobiecka, 2012, Hepel and
Stobiecka, 2011a, Stobiecka and Hepel, 2011b). Wyniki te mogg by¢ podstawa do opracowania
nowych metod diagnostycznych umozliwiajagcych wykrywanie chorob oraz w terapii genowe;.
Opracowane czujniki moga by¢ zminiaturyzowane i1 wilaczone do matrycy czujnikow
pozwalajacych na roéwnoczesne oznaczanie wielu biomarkerow chorobowych. Zastosowanie
takich matryc w punktach opieki, z dala od szpitali wyposazonych w instrumentalne metody
analityczne, jest waznym elementem rozwoju medycyny w krajach trzeciego $wiata. Uzyskane
wyniki stanowig oryginalny wktad w rozwoj diagnostyki medycznej zwigzanej z opracowaniem
nowej metody na wykrycie biomarkerow stresu oksydacyjnego i wykorzystaniem rezonansowej

spektroskopii rozpraszania $wiatta. Z przeprowadzonych przeze mnie badan jednoznacznie
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wynika, ze RELS jest bardzo czulg metoda, ktora moze stuzy¢ do wykrywania biomarkeréw
stresu oksydacyjnego: GSH, Hcys oraz Cys i rozrdzniania ich migdzy sobg (Stobiecka and
Hepel, 2010, Hepel and Stobiecka, 2012). Wyciszanie sygnatu fluorescencyjnego
w spektroskopii fluorescencyjnej rowniez moze stanowi¢ doskonala metode stuzaca
do wykrywania biomarkerow (np. nitrotyrozyny) (Stobiecka and Hepel, 2011d). Ponadto
nanoczastki ztota pokryte polilizyng moga stanowi¢ nietoksyczne nosniki genow i czgsteczek

o charakterze potencjalnych lekéw (Stobiecka and Hepel, 2011a).

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych.

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem
stopnia doktora:

e Badanie cukrow rozpuszczalnych zawartych w nasionach tubinu zéttego

¢ Badanie konformacyjnych zmian biatek przy uzyciu techniki elektrochemicznej nanowagi
kwarcowej

e Elektrochemia biatek i kwasow nukleinowych z wykorzystaniem elektrod weglowych
1 rteciowej elektrody wiszacej

e Opracowanie biosensoréw opartych o DNA stuzacych do wykrywania genetycznie
zmodyfikowanej soi

e Charakterystyka warstw redoks tworzonych na powierzchni ztotych elektrod statych

e \Wykorzystanie pomiaréw potencjometrycznych w badaniu interakcji neutralnych form

anilin z pochodnymi kaliksarenow

W latach 1997-2002 studiowatam na Uniwersytecie Warminsko - Mazurskim (UWM)
na Wydziale Biologii, ktory ukonczytam w 2002 r. Prace magisterskg zatytutowang "Zawarto$¢
cukrow rozpuszczalnych i aktywnos$¢ f-D fruktofuranozydazy w kietkujacych nasionach tubinu
z6Mtego", wykonywatam w Katedrze Fizjologii i Biotechnologii Roslin UWM. Moim
promotorem naukowym byta dr hab. Agnieszka Piotrowicz-Cieslak. W latach 2002-2006,
na Wydziale Biologii UWM, realizowatam program studiow doktoranckich, a prace doktorska

pisatam pod kierunkiem naukowym prof. dr hab. H. Radeckiej w Instytucie Rozrodu Zwierzat
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i Badan Zywno$ci Polskiej Akademii Nauk (IRZiBZ PAN) w Olsztynie, w Zakladzie
Biosensorow. W 2003 roku wyjechalam na 3-miesieczny staz naukowy podnoszacy moje
kwalifikacje naukowe do Stanowego Uniwersytetu Nowego Jorku (SUNY) w Potsdamie,
do Stanéw Zjednoczonych. W laboratorium prof. M. Hepel pracowatam jako research assistant.
Badatam proces adsorpcji bialek na mono- 1 wielowarstwowych samoorganizujacych
si¢ strukturach oraz zmiany konformacyjne biatka albuminy, pod wplywem jonéw azotanowych
i w obecnosci jonéw kadmu oraz miedzi. Podczas wyjazdu zapoznalam si¢ z technikami
elektroanalitycznymi takimi jak: technika elektrochemicznej nanowagi kwarcowej, cykliczna
woltamperometria (Cyclic voltammetry, CV), elektrochemiczne metody pulsowe (Differential
Pulse Voltammetry, DPV; Square Wave Voltammetry, SWV) i z technikg mikroskopii sit
atomowych (Atomic Force Microscopy, AFM) i skaningowej mikroskopii elektronowej
(Scanning Electron Microscopy, SEM). Wyniki uzyskane podczas mojego stazu naukowego,
zostaty zaprezentowane na konferencjach naukowych (np. Meeting of the International Society
of Electrochemistry w Salonikach, Grecja, 2004). Zostaty takze opublikowane w 2 artykutach,
w czasopismach z listy filadelfijskiej (Stobiecka et al., 2005, Hepel and Stobiecka, 2007).

W 2004 roku zostatam przyjeta na stanowisko asystenta w Zaktadzie Biosensorow PAN.
W ramach wspotpracy miedzy Polska Akademia Nauk i Czeska Akademia Nauk, w latach 2007-
2008, wyjechatam na 2 krotkoterminowe staze naukowe do Brna. Pracowatam jako research
assistant w laboratoriach prof. E. Palecka i prof. M. Fojty. Podczas mojego pobytu badatam
elektrochemi¢ histonow na weglowych 1 rteciowych elektrodach uzywajac adsorpcyjnej
woltammetrii inwersyjnej (adsorptive stripping voltammetry, ADSV) i innych metod
eletrochemicznych (CV, SWV, DPV). Zdobylam réwniez dos§wiadczenie w znakowaniu kwasow
nukleinowych zwigzkami chelatujgcymi metale oraz w badaniu elektrochemii tiolowanych
kwasow nukleinowych zaadsorbowanych na wiszacej elektrodzie rteciowe;.

Wiedz¢ 1 doswiadczenie zdobyte podczas stazy naukowych wykorzystatam w badaniach
prowadzonych podczas przygotowania mojej pracy doktorskiej. Tematyka pracy doktorskiej
dotyczyla opracowania elektrochemicznego 1 piezoelektrycznego bioczujnika stuzacego do
wykrywania genetycznie zmodyfikowanej soi Roundup Ready. Piezoelektryczny bioczujnik byt
oparty 0 chemicznie modyfikowane ztote elektrody napylone na powierzchni¢ kwarcu.
Przedmiotem badan pracy doktorskiej byta optymalizacja procesu przylaczenia sondy

oligonukleotydowej do powierzchni zlotej elektrody oraz optymalizacja procesu hybrydyzacji
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sondy z oligonukleotydem o komplementarnej sekwencji w roztworze badanej proby. Warto
podkresli¢, ze przedstawiony bioczujnik wykrywatl modyfikacje genetyczng w probkach
zawierajacych ~ genomowe DNA, bez koniecznosci  stosowania  reakcji  PCR.
W elektrochemicznym bioczujniku do modyfikacji ztotych elektrod wykorzystatam czasteczki
dipirometenu zawierajgce w pozycji mezo grup¢ -COOH. Dipirometeny po immobilizacji na
powierzchni elektrod ztotych i wigzaniu kationow Cu? tworzyly aktywng redoks monowarstwe.
Zostala ona nastgpnie wykorzystana do przylaczania czasteczek oligonukleotyddéw
zmodyfikowanych grupg -NH,. Zaleta tak przygotowanej modyfikacji, bylo wykonywanie
pomiardw elektrochemicznych bez obecnosci w roztworze elektrolitu, aktywnych
elektrochemicznie czasteczek markera redoks i bardzo czuta odpowiedz opracowanego sensora
na przytaczenie nici DNA. Wyniki badan zawarte w pracy doktorskiej opublikowatam
w 2 artykutach, w czasopismach z listy filadelfijskiej (Stobiecka et al., 2007, Szymanska et al.,
2008) oraz zaprezentowatam podczas kilku ustnych i posterowych wystapien na konferencjach
i sympozjach. Do czasu uzyskania stopnia naukowego doktora nauk rolniczych moéj dorobek
naukowy sktadat si¢ z 4 publikacji naukowych opublikowanych w czasopismach
ze wspotczynnikiem oddziatywania (Impact Factor, IF).

Prace doktorska zatytutowang "Opracowanie bioczujnikow do oznaczania genetycznie
zmodyfikowanej soi" recenzowali: prof. dr hab. R. Amarowicz z Instytutu Rozrodu Zwierzat
i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie i prof. dr hab. T. Twardowski z Instytutu
Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Decyzja Rady Naukowej IRZiBZ
otrzymalam tytut naukowy doktora nauk rolniczych w dyscyplinie technologii ZywnoS$ci
i zywienia dnia 26. 02. 2009 roku. Rada Naukowa IRZiBZ PAN przyznala mi wyrdznienie
za prace doktorska 1 jej obroneg.

Podczas mojej pracy w Zakladzie Biosensoréw, zajmowalam si¢ roOwniez pomiarami
potencjometrycznymi. Potencjometric wykorzystywatam do badania oddzialywan migdzy
neutralnymi formami anilin a pochodnymi kaliksarenow. Wyniki z badan zostaty opublikowane

w czasopismie z listy filadelfijskiej (Poduval et al., 2010).
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Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu stopnia

doktora:

e Biomarkery stresu oksydacyjnego: glutation, homocysteina, cysteina i nitrotyrozyna

e Agregacja nanoczastek ztota indukowana czgsteczkami biomarkerow i jonami metali

e Badanie uszkodzen DNA wywotanych dziataniem herbicydow za pomoca metod
elektrochemicznych i fluorescenyjnych

e Badanie uszkodzen DNA, wywotanych przez wytwarzanie reaktywnych form tlenu przez
katechol i parakwat w obecnosci jonow Cu(ll) w wyniku reakcji Fentona, za pomocg
metod elektrochemicznych i fluorescencyjnych

e  Wplyw antyoksydantéw na zmniejszenie uszkodzen DNA

e Oddzialywanie nanoczastek zlota z czgsteczkami barwnikéw fluorescencyjnych
I transfer energii migdzy nimi

e Opracowanie nowej metody do wykrywania homocysteiny i jonéw rteci (II) za pomoca
fluorescencyjnych sond nukleotydowych typu ,,sygnalizator molekularny”

e Mitochondrialne biosensory stuzace do badania komoérkowych proceséw ochronnych
przed hypoksja i reperfuzja

e Wykorzystanie surwiwiny, ktora jest potencjalnym markerem nowotworowym

do badania procesu apoptozy

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora przyjetam zaproszenie prof. M. Hepel
i wyjechatam na naukowy staz podoktorski. W SUNY Potsdam pracowatam jako postdoctoral
research scholar w latach 2008-2011. Podczas stazu, dominujaca tematyka moich badan byto
opracowanie nowych sensorow do wykrywania biomarkerow stresu oksydacyjnego (glutationu,
homocysteiny, cysteiny, nitrotyrozyny) i badanie indukowanej agregacji nanoczastek ztota
(AuNP). Technikami, ktore wykorzystywalam podczas pomiarow byla rezonansowa
spektroskopia rozpraszania $wiatla, spektroskopia absorpcyjna, technika nanowagi kwarcowej
oraz spektroskopie: fluorescencyjna i Ramana. Wyniki badan z tej tematyki opublikowatam
w 11 pracach oryginalnych (7 pracach opublikowanych w czasopismach ze wspotczynnikiem IF
(Stobiecka et al., 2012, Stobiecka and Hepel, 2011a, Stobiecka and Hepel, 2011b, Stobiecka and
Hepel, 2010, Stobiecka et al., 2010d, Stobiecka et al., 2010b, Hepel and Stobiecka, 2011a),

21



Dr Magdalena Stobiecka Zalgcznik Z-1a

oraz 4 pracach opublikowanych w recenzowanych czasopismach anglojezycznych bez
wspotczynnika IF (Hepel and Stobiecka, 2011c, Stobiecka et al., 2010c, Stobiecka et al., 2009,
Reed et al., 2010) i 3 rozdziatach w ksigzkach (Stobiecka and Hepel, 2011d, Hepel and
Stobiecka, 2012, Hepel and Stobiecka, 2011b). Czg¢s¢ publikacji z tematyki nanoczastek ztotych
1 markerow stresu oksydacyjnego wchodzi w sklad osiggniecia naukowego omodwionego
powyzej, bedacego przedmiotem mojej rozprawy habilitacyjne;.

Poza gltéwnym tematem badan dotyczacym biomarkerow stresu oksydacyjnego, podczas
stazu podoktorskiego badatam rowniez wptyw herbicydow: atrazyny (Hepel and Stobiecka,
2010), parakwatu (Stobiecka et al., 2011)) i katecholu na oksydacyjne uszkodzenia DNA (Hepel
et al., 2011, Hepel et al., 2012c). Barwnik Nile Blue (NB) interkaluje do podwdjnej helisy DNA
dajac w badaniach elektrochemicznych dobrze zdefiniowane piki redoks. Dzigki obserwacji
zmian w katodowym pradzie barwnika NB otrzymanym przed i po interakcji DNA
z herbicydami, moglam wykry¢ uszkodzenia DNA. Po interakcji dsDNA z atrazyng prad
katodowy barwnika NB wzrastat w porownaniu z pradem katodowym barwnika przed interakcja
dsDNA z herbicydem. Byto to spowodowane zmiang konformacji formy B-DNA dwuniciowego
DNA pod wplywem dziatania atrazyny. Symulacja molekularna potwierdzita rozwijanie
podwojnej nici DNA pod wptywem herbicydu i wzrost upakowania barwnika redoks wewnatrz
nici DNA. W wyniku interakcji DNA z atrazyna, nastgpilo wydluzenie czasteczki DNA
spowodowane wzrostem odlegtos$ci miedzy sasiednimi zasadami azotowymi. Parakwat podobnie
jak atrazyna powodowal rozwijanie podwodjnej helisy DNA. Herbicyd ten w obecnosci H,0-
zapoczatkowuje tworzenie si¢ reaktywnych form tlenu takich jak HO™ i O,", ktore powoduja
uszkodzenia DNA. Po interakcji DNA z parakwatem rowniez nastgpowal wzrost pradu piku
katodowego barwnika. Dlugotrwate dziatanie herbicydu spowodowalo jednak obnizenie pradu
piku katodowego NB. Wywotane to bylo fragmentacjg lub cze¢sciowym przerwaniem tancucha
DNA. Kroétsze odcinki DNA mogty dlatego upakowa¢ mniej czasteczek aktywnego
elektrochemicznie barwnika. Innym zwiazkiem, ktory powoduje uszkodzenia DNA jest katechol.
W obecnosci jonow miedzi (II) wykazuje on dziatanie prooksydacyjne, powoduje utlenienie
guaniny i cieciec DNA wywotane dzialaniem rodnikow hydroksylowych. W moich badaniach
skupitam si¢ nad wpltywem antyoksydantow (m.in. glutationu) na zmniejszenie procesu
utleniania guaniny i uszkodzen DNA. Wyniki badan dotyczace tej tematyki, opublikowatam
w 3 pracach oryginalnych (1 pracy opublikowanej w czasopismie ze wspotczynnikiem IF (Hepel
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et al., 2012c) oraz 2 pracach opublikowanych w recenzowanych anglojezycznych czasopismach
bez wspotczynnika IF (Stobiecka et al., 2010a, Prance et al., 2010)), 5 rozdziatach w ksigzkach
(Stobiecka et al., 2011, Hepel et al., 2011, Hepel and Stobiecka, 2011d, Hepel et al., 2012b,
Stobiecka, 2013) oraz jednej ksigzce (Hepel and Stobiecka, 2010).

W laboratorium prof. M. Hepel zajmowatam si¢ rowniez synteza monodyspersyjnych
nanoczastek ztota i srebra r6znych rozmiaréw (AuNP, AgNP) oraz ztotymi nanopretami (AuNR)
o stosunku dilugo$ci do szerokosci réownym 2:1 i 4:1. Badatam agregacj¢ nanoczastek ztota
pokrytych kwasem merkaptopropionowym pod wpltywem jonéw metali, takich jak: Cd?*, Pb?*
i Zn**. W zaleznos$ci od przygotowania proby otrzymywatam dwa rodzaje agregatow (Hepel et
al., 2012a). Miedzy poszczegdlnymi nanoczgstkami powstawaly wigzania wodorowe a takze
koordynacyjne wigzania miedzy czgsciowo zdeprotowanymi grupami karboksylowymi
znajdujacymi si¢ na nanoczastkach zitota i jonami metali. Badatam rowniez interakcje AuNP
z r6znymi barwnikami fluorescencyjnymi (rodamina B, kumaryny, fluoresceina, fluorone black)
1 transfer energii miedzy barwikami a AuNP (Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET).
Stwierdzitam, ze nanoczastki zlota bedace akceptorem energii, powoduja wygaszanie sygnatu
fluorescencyjnego barwnikow bedacych donorem w procesie transferu energii w ich
wzbudzonym stanie elektronowym. Wyniki badan z tej tematyki opublikowatam w czasopismie
z listy filadelfijskiej (Stobiecka and Hepel, 2011c) i rozdziale w ksigzce (Hepel et al., 2012a).

Moje kolejne badania wykonane podczas stazu podoktorskiego dotyczyly wykrywania
homocysteiny 1 jonow rteci (II) za pomocg fluorescencyjnych sond nukleotydowych typu
»sygnalizator molekularny”. Sondami tego typu sa oligonukleotydy, ktorych zasady nukleinowe
na koncach 5’ i 3’ sa do siebie komplementarne. Dzigki temu konce sondy hybrydyzuja
w niskich temperaturach 1 tworza charakterystyczng strukture ztozong z ,,podstawy” 1 ,,petli”
(inaczej ,,spinki do wlosow”). Sondy posiadajg kowalentnie przylaczony na jednym koncu
fluorofor generujacy sygnat fluorescencyjny (donor). Na drugim koncu oligonukleotydu
znajduje si¢ czasteczka wygaszajaca fluorescencje (akceptor). W obecnosci komplementarnej
do ,,petli” nici DNA, nastepuje zmiana konformacji sondy w taki sposob, ze ,,podstawa” ulega
dehybrydyzacji i sonda daje fluorescencyjny sygnat (wiaczenie sygnatu: ON). Podczas
nieobecnosci komplementarnej nici DNA, ,podstawa” sondy molekularnej pozostaje
zhybrydyzowana (wylaczenie sygnatu: OFF). Z powodu rezonansowego przeniesienia energii

(FRET) miedzy fluoroforem i akceptorem, dochodzi do wyciszenia fluorescencji fluoroforu.
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Sondy nukleotydowe typu ,sygnalizator molekularny” majg potencjalne zastosowanie
w diagnostyce medycznej jako warstwy rozpoznania mi¢dzymolekularnego. Mogg stuzy¢
do wykrywania kwaséw nukleinowych, sladowych ilosci jonow rteci (IT), biomarkerow stresu
oksydacyjnego, patogendw, badania oddziatywan kwasow nukleinowych z biatkami
1 stosowane sa do identyfikacji markeréw czasteczkowych w komorkach nowotworowych, przez
co umozliwiajg wczesng diagnoze chorob 1 ich leczenie. W moich badaniach wykorzystywatam
niedopasowanie tymina-tymina (T-T), ktére wiazato jony Hg®* tworzac kompleks T-Hg-T
i umozliwiato catkowitg hybrydyzacje “podstawy” (Stobiecka et al., 2012). Po dodatku Hcys,
nastepowato odwracalne wychwytywanie jonow rteci przez czasteczki Hcys 1 tworzenie
si¢ stabilnego kompleksu Hg(Hcys),H,. Odpowiedz sondy typu ,,sygnalizator molekularny”
na jony Hg®* i Heys byla analizowana w oparciu o model odwracalnego oddziatywania sondy
z tymi analitami. Przez dopasowanie parametrow modelu do danych eksperymentalnych
wyznaczytam state tworzenia Krygr dla kompleksu T-Hg-T. Parametry te zostaly otrzymane
podczas pomiaréw fluorescencyjnych oraz analiz widmowych *H-NMR. Z przeprowadzonych
przeze mnie badan jasno wynika, ze metoda ta jest bardzo czula technika, ktéora moze by¢ uzyta
do wykrywania r6znych analitow. Sondy doskonale nadawaty si¢ do wykrywania niskich stgzen
jonow rteci (II) 1 biomarkera stresu oksydacyjnego homocysteiny. Limit detekcji (LOD)
dla jonéw Hg?*wynosit LOD = 19 nM, w oparciu o metode 30, a dla Hcys: LOD = 23 nM.
Otrzymane wyniki opublikowatam w czasopismie z listy filadelfijskiej (Stobiecka et al., 2012).

Po powrocie ze stazu podoktorskiego w Stanach Zjednoczonych, 28. 12. 2011 roku zostatam
zatrudniona w Szkole Gtownej Gospodarstwa Wiejskiego (SGGW) w Warszawie.
Do chwili obecnej pracuje w Katedrze Fizyki na stanowisku adiunkta. Wykorzystujac moje
doswiadczenie zdobyte zaréwno podczas pracy w Zaktadzie Biosensorow Zywnosci pod
kierunkiem prof. dr hab. J. Radeckiego PAN w Olsztynie, jak i moich pobytéw na zagranicznych
stazach naukowych w laboratoriach: prof. E. Palecka, prof. M. Fojty i prof. M. Hepel, wlaczytam
si¢ w nurt badan prowadzonych w Katedrze dotyczacych badan proceséw mitochondrialnych.

W 2012 roku otrzymatam grant dla mtodych pracownikéw nauki przyznawany przez Szkote
Gloéwng Gospodarstwa Wiejskiego obejmujacy badania nad mitochondriami. Wstepne wyniki
uzyskane podczas badan, bedg prezentowane na 223 Konferencji Towarzystwa
Elektrochemicznego (223" ECS Meeting) w Toronto, w Kanadzie, w dniach 12-16. 05. 2013

roku.
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W 2012 roku ztozytam rowniez wnioski do Narodowego Centrum Nauki na konkurs
SONATA oraz do Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego W ramach programu luventus
Plus. W 2013 roku otrzymatam granty na realizacj¢ ProjektOw zatytutowanych ,Nowe
mitochondrialne biosensory do badania komdérkowych mechanizméw ochronnych przed
uszkodzeniem przez hipoksje” (PLN 500 000,00) oraz ,,Wykorzystanie wiclofunkcyjnych
nanoczastek ztota i nukleotydowych sond fluorescencyjnych typu “sygnalizator molekularny”
do badania nowotworéw i proceséw mitochondrialnych” (PLN 375 000,00). Moim celem jest
skonstruowanie nowatorskiego biosensora umozliwiajacego badanie mechanizméw chronigcych
komorki przed uszkodzeniami wywotanymi hipoksja i reperfuzja w modelowych uktadach:
liposomach i mitoplastach nasladujgcych procesy zachodzace w mitochondriach. Kolejnym
celem jest poznanie mechanizmu apoptozy wykorzystujac surwiwine, ktora jest bialkiem
z rodziny inhibitorow apoptozy i potencjalnym markerem w terapii nowotworowej.
W szczeg6lnosci pracuje nad wyjasnieniem nastepujacych procesow: (i) wydzielanie
cytochromu c¢ z mitochondriéw inicjujace kaskade proceséw prowadzacych do apoptozy
komorek, (i1) wzrost objetosci mitochondriow podczas hipoksji, (iii) zmiany w transporcie jondw
i procesach redoks bialek tancucha oddechowego prowadzacych do generowania reaktywnych
form tlenu, ktoére powoduja uszkodzenia DNA, biatek i lipidow oraz (iv) badanie oddziatywan
nanoczastek ztota z przeciwciatem i sondami nukleotydowymi typu ,,sygnalizator molekularny”
skierowanymi bezposrednio przeciwko surwiwinie. Metodami badawczymi, ktore stosuje
w projektach sa: relaksacyjne techniki elektrochemiczne (DPV, SWV), elektrochemiczna
nanowaga kwarcowa (EQCN), technika elastycznego rozpraszania $wiatta (RELS) oraz
wysokoczestotliwosciowa spektroskopia immitancyjna monokrysztatu kwarcowego (QCI).
Mo6j dorobek naukowy po obronie pracy doktorskiej obejmuje 16 prac oryginalnych,
9 rozdzialow w ksigzkach i1 1 ksigzke. Czes¢ wynikow zostala réwniez zaprezentowana

na zjazdach krajowych i migdzynarodowych (37 komunikatéw konferencyjnych).

Podsumowanie:

Moj dorobek naukowy obejmuje 30 recenzowanych publikacji, w tym 14 prac opublikowanych
w czasopismach z listy filadelfijskiej, 9 rozdzialow w ksigzkach i 1 ksigzke, oraz 53 komunikaty

zawierajace wystgpienia posterowe i referaty.
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Publikacje z badan wykonanych przed obrong pracy doktorskiej

Artykuly w czasopismach z listy filadelfijskiej 5

Komunikaty zawierajace wystgpienia ustne i posterowe 13

Publikacje z badan wykonanych po obronie pracy doktorskiej

Artykuly w czasopismach z listy filadelfijskiej 9
Artykuty w recenzowanych anglojezycznych czasopismach bez 6
wspotczynnika oddziatywania IF
Rozdziaty w ksigzkach 9
Ksigzki 1
Komunikaty zawierajace wystgpienia ustne i posterowe 40
Sumaryczny wspétezynnik oddzialywania IF 49.702
Sumaryczne punkty MNiSW 576
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