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1. Wprowadzenie

Celem badan stanowigcych cykl publikacji bylo opracowanie bezznacznikowego
systemu detekcyjnego skladajacego si¢ z cienkich warstw zlota i biologicznych struktur
powierzchniowych do badan aplikacyjnych w przemysle i medycynie. Mozliwo$¢ badania
zywych komoérek ma kluczowe znaczenie dla poznania biologii komorki, tkanki i narzadu.
Pojawiajg si¢ rosngce wymagania w zakresie nanotechnologii, ktére umozliwiajg badania
wplywu czynnikéw zewngtrznych na fizjologiczne i patologiczne wlasciwosci komorek in
vitro. Wymagalo to rozwigzania nast¢pujacych problemoéw:

- optymalizacji zastosowania metod bezznacznikowych (AFM i QCM) do badania oddziatywan
analitow z biologicznymi strukturami powierzchniowymi stosowanymi jako ligandy

- opracowania metod modyfikacji (chemicznej 1 fizycznej) cienkich warstw zlota
naparowanych na powierzchnie metaliczne i niemetaliczne

- opracowania metod immobilizacji zywych komoérek na modyfikowanych podtozach, a

nastgpnie dobdr i charakterystyka specyficznych markeré6w powierzchniowych

1.1. Zastosowanie cienkich warstw ztota i biologicznych struktur powierzchniowych w
do opracowania bezznacznikowych systemow detekciji

Systemy detekcji skiadajg si¢ z struktur biologicznych identyfikujgcych specyficznie
molekuly analitu oraz z ukfadu przetwornika generujgcego sygnal przy niskich stezeniach
analitu (Carrara 2011). Biosensor rézni si¢ od sensora chemicznego tym, ze wykorzystuje
struktury biologiczne w celu rozpoznania badanego zwigzku poprzez przekazywanie
specyficznego sygnalu. Opracowano wiele rodzajéw biosensorow, ktére dziatajg
wykorzystujagc powinowactwo wystepujace pomiedzy unieruchomionym na powierzchni
ligandem, a badang czasteczkg — analitem.

Rozwdj nanotechnologii spowodowal ogromne zainteresowanie preparatyka i
charakterystyka cienkich warstw zlota o Scisle okreslonych parametrach osadzonych na
podlozu metalicznym 1 niemetalicznym. Struktury takie posiadajg unikalne wiasciwosci
fizyczne i sg uzywane do tworzeniach nowych materiatdw wykorzystywanych w katalizie,
fotowoltaice oraz budowie biosensorow, ktérych konstrukcja wymaga nanoszenia struktur
biologicznych na réznorodne powierzchnie bez utraty ich wlasciwosci. Sprawia to, ze
niezbedna jest selekcja wiasciwych oddzialywan, ktére mozna zmierzy¢ za pomoca technik

stosowanych w fizykochemii powierzchni ciala stalego, przy zastosowaniu specjalnych



procedur umozliwiajagcych badanie obicktéw biologicznych. Uzyskanie takiego celu wymaga

modyfikacji powierzchni przetwornika.
1.1.1. Systemy detekcji wymagajgce znakowana analitu

Wigkszos¢ analiz prowadzonych przy uzyciu biosensoréw wymaga, zeby oznaczany
analit posiadat specyficzny znacznik, ktory powinien w prosty i trwaty sposob taczy¢ sie z
analitem, nie zmienia¢ jego wlasciwosci biologicznych i pozwalaé na wykrycie utworzonego
kompleksu znanymi metodami analitycznymi. Techniki takie umozliwiajg ilosciowe
oznaczanie analitu. Do DNA, bialek lub struktur komérkowych wykorzystuje si¢ dostepne
komercyjnie znaczniki fluorescencyjne. Pomiar intensywnosci fluorescencji umozliwia
mapowanie struktury badanej molekuly oraz jej ilosciowa ocene. W podobny Sposab
wykorzystuje si¢ znakowanie analitu specyficznymi przeciwciatami, ktore mogg zainicjowac
reakcj¢ enzymatyczna, fluorescencyjng lub chemiluminescencyijng.

Metody znakowania pozwalajg na zwigkszenie selektywnosci biosensora, ale nalezg do
stosunkowo kosztownych, co ogranicza mozliwos$é¢ ich stosowania, zwlaszcza w badaniach
przesiewowych. Ponadto przylaczenie znacznika moze istotnie zmieniaé whasciwosci badanej
czgsteczki przez indukcje nieprawidfowej konformacji lub przez blokowanie jej miejsca
aktywnego, co zmienia zdolnos¢ wigzania i tworzenia specyficznych komplekséw analit-
ligand. Substancje wykorzystywane jako znaczniki moga przylacza¢ sie do innych czasteczek
niz docelowa, a w przypadku stosowania zywych komoérek moga zaburzaé ich metabolizm.
Procedury przylgczania znacznika s réwniez czasochlonne, poniewaz stanowig dodatkowy

etap przygotowania probki.
1.1.2. Bezznacznikowe systemy detekcji

W przemysle farmaceutycznym wykonuje si¢ miliony testow w czasie kilku miesiecy,
w celu ustalenia specyficznosci réznych substancji wchodzacych w reakcje z badanym
biatkiem docelowym, rozpoznanym jako patogenne. Czynniki, ktore bezposrednio wplywaja
na szybkos¢ i koszt wprowadzenia nowego Icku na rynek, to przede wszystkim wieloetapowogé
1 czas wykonywanych testéw, zuzycie odczynnikéw oraz powtarzalnosé otrzymywanych
wynikéw. Obecnie istnieje wiele technik, ktére pozwalaja na bezposrednie wykrycie analitow
bez ich wczesniejszego znakowania. Stosuje si¢ metody polegajace na pomiarze pewnych

wlasciwosci fizycznych zwigzku chemicznego, czasteczki DNA, peptydu, biatka, wirusa lub



catej komorki (Cooper 2009). Wszystkie biochemiczne molekuly i komérki majg okreslong
masg, objetos¢ oraz charakteryzuja si¢ lepkoscia i sprezystoscig. Te wlasciwosci moga by¢
wykorzystane do wykrycia obecnosci analitu za pomoca odpowiedniego czujnika. Jednym z
elementow budowy biosensorow typu ,.label free” jest przetwornik, ktdry jest odpowiedzialny
za przeksztalcenie jednej z wymienionych wiasciwosci fizycznych (np. masa substancji
osadzonej na aktywnej powierzchni czujnika) na mierzalny sygnal, ktéry moze by¢ oceniony
za pomocg odpowiedniej metody. W tym celu mozna zastosowa¢ metody badania powierzchni
cial stalych takie jak mikrowaga kwarcowa (Quartz-Crystal Microbalance, QCM) i

mikroskopia sit atomowych (Afomic Force Microscopy AFM).
1.1.2.1. Przetworniki stosowane w technologii mikrowagi kwarcowej (QCM-D).

Biosensory oparte na technologii mikrowagi kwarcowej sa powszechnie stosowane do
badania molekularnych oddziatywan pomiedzy czasteczkami biologicznymi jak DNA, biatka
czy lipidy. Mikrowaga kwarcowa jest technikg bardzo czuta, w zwigzku z tym dedykowana jest
do badania bardzo matych zmian masy (rz¢du nanograméw). Przetwornik QCM skiada sie z
piezoelektrycznego krysztatu, do ktorego przylagczone sa dwie zlote elektrody. Jego
powierzchnia moze by¢ wykonana z roznych materiatéw, jednak jednymi z najczedciej
stosowane sg powierzchnie zlote lub pokryte dodatkowg warstwg biokompatybilng dla
komérek (polistyren, SiO;). Opracowanie nowych metod modyfikacji i funkcjonalizacji
powierzchni przetwornika oraz immobilizacji ligandu jest kluczowe dla zaprojektowania
czulego, selektywnego, szybkiego i stosunkowo niedrogiego systemu detekcyjnego. W wyniku
przylozonego zmiennego napig¢cia, przetwornik wprawiany jest w drgania, ktorych
czestotliwos¢ zalezna jest od zwigzanej masy. W miare wigzania czgsteczek do powierzchni
przetwornika, jego czestotliwosé proporcjonalnie si¢ zmnigjsza. Jezeli tworzona warstwa jest

odpowiednio sztywna, cienka i rownomiernie roziozona na sensorze, wtedy mas¢ mozna

obliczy¢é ze wzoru Sauerbrey’a:

Am

A =——
Y nC

gdzie:
Af —zmiana czgstotliwosci drgari sensora
Am — zmiana masy zaadsorbowanej na powierzchni sensora

n —numer nadtonu (n=1,2,3...)
( — stata czutosci (dla 5 MHz rezonatora kwarcowego drgajacego z czgstotliwoscia



fundamentalng (n=1) C = 17,7 ngrem™Hz ")

Powyzsze réwnanie nie jest spelnione, kiedy warstwa tworzona na powierzchni sensora
nic jest sztywna. Ponadto, wigzanie czgsteczek wody powoduje dodatkowy spadek
czgstotliwosci, prowadzae do detekeji wigkszej masy niz jest faktycznie zaadsorbowana na
sensorze.

W celu uzyskania dodatkowych informacji o whasciwosciach tworzacej sig warstwy,
stosuje si¢ metodg QCM z funkcjg sledzenia dyssypacji (rozpraszania) energii (QCM-D).
Spadek dyssypacji $wiadczy o powstawaniu uporzadkowanej warstwy na powierzchni sensora.
Stosowanie mikrowagi kwarcowej z funkcja $ledzenia dyssypacji energii pozwala wiec na
jednoczesne mierzenie dwdch osobnych parametréw charakteryzujgcych oddziatywania
ligand-analit. Pomiar spadku czestotliwosci (A7) dostarcza informacji o masie zaadsorbowanej
na sensorze, natomiast zmiany w dyssypacji energii (AD) moéwig o lepkosprezystych

wiasciwosciach tworzonej warstwy.
1.1.2.2. Przetworniki stosowane w technice mikroskopii sit atomowych (AFM)

Przetwornikiem sygnatu moze by¢ uktad mikromechaniczny, w ktérym mierzona
odpowiedzig jest wychylenie dzwigni sondy mikroskopu sit atomowych (AFM). AFM jest
obecnie jedng z niewielu metod eksperymentalnych umozliwiajgca badanie in vitro zaréwno
integralnych zywych komoérek jak i struktur subkomorkowych oraz pojedynczych biomolekut
W czasie rzeczywistym, w warunkach fizjologicznych, z rozdzielczoscig atomowg. AFM nalezy
do rodziny mikroskopéw skaningowych bliskiego pola (ang. Scanning probe microscopy,
SPM). Dziatanie mikroskopu sit atomowych polega na pomiarze oddziatywania zachodzacego
pomigdzy badang powierzchnig a submikrometrowej wielkosci ostrzem, umieszczonym na
swobodnym koricu plaskiej, elastycznej dzwigni. Szczegélowy opis instrumentalny
mikroskopu AFM oraz podstaw teoretycznych tej techniki jest zamieszczony w pracach:
(Binning 1986, Morris 1999). Ostrze sondy AFM jest rowniez bardzo wrazliwym urzadzeniem
stosowanym do mierzenia i charakteryzowania lokalnie dziatajacych sit. Jedno z gléwnych
obecnie zastosowan AFM polega na wykorzystaniu tej techniki do mierzenia oddziatywan
pomigdzy ostrzem a badang powierzchnig w funkcji przytozonej sity. Zebranie danych do
wykonania krzywej sita-odlegtosé polega na precyzyjnym przesuwaniu probki umieszczonej
na skanerze w kierunku ostrza, a nastgpnie na odsuwaniu probki od ostrza. Ze wzgledu na
technik¢ pomiaru oraz na rodzaj przewazajacych oddziatywarn, krzywa sita-odleglosé dzielimy

na krzywa powstala w trakcie zblizania sondy AFM do powierzchni i krzywa powstata podczas
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jej oddalania. Ksztatt krzywej sita-odleglos¢ powstalej podczas zblizania do powierzchni niesie
informacje o mechanicznych wlasciwosciach probki, takich jak np. elastycznos¢. Dlatego, w
ostatnich latach AFM stata si¢ powszechnie stosowang metoda w badaniach mechanicznych
wlasciwosci komorek. Druga czes¢ krzywej sita-odleglo$¢ powstajgca podczas oddalania
powierzchni od ostrza niesie ze sobg gldwnie informacj¢ o oddziatywaniach adhezyjnych,
wéréd ktorych mozna wyrdzni¢ oddziatywania o charakterze kowalencyjnym oraz

wytworzenie wigzan niekowalencyjnych w ukladzie ligand-analit.
2. Wyniki przeprowadzonych badan i dyskusja
2.1. Badania zastosowania cienkich warstw ztota do celow przemystowych

2.1.1. Opracowanie metody modyfikacji chemicznej powierzchni metalicznych
(stypendium Fundacji Aleksandra von Humboldt ‘a) [H1-H3]

Badania cienkich warstw zlota naniesionych na powierzchnie metaliczne sa
przedmiotem zainteresowania, poniewaz uktady bimetaliczne, stanowig nie tylko przyktady
ukladéw modelowych dla katalizy heterogenicznej, lecz rowniez odgrywajg istotng role w
pojawiajacych sie nowych technologiach zwigzanych z ochrong Srodowiska i energetyka
(ogniwa paliwowe), a takze w budowie efektywnych biosensordw. Cienkie, ciagle warstwy
zlota, z racji swoich wlasciwoscei takich jak mata rezystancja wlasciwa (2,4 uQ/cm), tolerancja
na duzg gestos¢ pradu, odpornos$é na elektromigracje i ogdlna bierno$¢ chemiczna znajdujg
rozlegle zastosowanie w przemysle, elekironice, medycynie, badaniu proceséw
powierzchniowych i wielu innych dziedzinach.

Zloto jest odporne na oddzialywania z gazami stanowigcymi glowne skladniki
powietrza. Wlasnie z powodu chemicznej inertnosci, ztoto bylo uznawane za katalitycznie
nieaktywny metal. Jednakze wyzej wymienione wlasciwosci dotyczg ciggltych warstw zlota,
zlozonych z ziaren o $rednicy wigkszej od 10nm. Wyniki prowadzonych badan wykazaty, ze
nieciggte warstwy ztota zbudowane z klasteréw w wysokim stopniu rozdrobnienia osadzone na
powierzchniach metalicznych, wykazuja szczegolng aktywnosé katalityczng dla szeregu reakcji
(np. utleniania CO) roéwniez w niskich temperaturach. Moze to prowadzi¢ do modyfikacji
chemicznej powierzchni metalicznej.

Bazujgc na powyzszym zatozeniu przygotowalem projekt: ,,Characterization and

adsorption properties of Au alloy surfaces", za ktory uzyskalem prestizowe stypendium
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naukowe przyznane przez Fundacje Aleksandra von Humboldt ‘a na prowadzenie badan
naukowych na Uniwersytecie w Bonn w grupie Profesora Klausa Wandelta. Gléwnym celem
realizowanego projektu byla charakterystyka cienkich warstw zlota osadzonych na
powierzchniach krysztatéw platyny i palladu [H1-H3]. Reaktywnosé katalityczna zalezy od
warunkOw przygotowania i otrzymanej wielkosci nanostruktur ztota. Zastosowane w badaniach
podtoza réznig sig istotnie pod wzgledem reaktywnosci chemicznej, np. pallad jako katalizator
umozliwia czgsciowe uwodornienie butadienu do 1-butenu, w przeciwieristwie do platyny,
ktora pozwala na odwodornienie butadienu. Polgczenie réznych podtoz, posiadajgcych
odmienne wlasciwosci chemiczne z mniej aktywnym chemicznie zlotem moze prowadzié¢ do
powstania nowych bimetalicznych katalizatoréw z interesujgeymi  wlagciwosciami
chemicznymi.

W pierwszym etapie sprawdzilem stabilno$é termiczna ultracienkich warstw zlota
osadzonych na powierzchniach krysztatéw metali szlachetnych z uzyciem spektroskopii
fotoelektronéw w zakresie nadfioletu (ang. UPS) oraz fotoemisji zaadsorbowanego Xenonu
(ang PAX). Wykazalem przydatnos¢ unikatowej metody dos$wiadczalnej PAX jako bardzo
dobrej techniki do charakterystyki ukladéw bimetalicznych. Powierzchnia warstw zlota o
grubosci trzech monowarstw przygotowana w temperaturze 150K na wszystkich podtozach
ulegala uporzadkowaniu w procesie wygrzewania do temperatury pokojowej, jednakze w
przypadku palladu efekt ten byl widoczny tylko w zewngtrznej warstwie. Dalszy proces
wygrzewania uktadéw Au-Pd i Au-Pt do temperatur odpowiednio 450K oraz 750K
zapoczatkowat proces formowania stopéw powierzchniowych, ktdre obserwowane byly do
temperatury 650K dla Au-Pd oraz 950K dla Au-Pt. Catkowity proces desorpcji ztota na
palladzie i platynie widoczny byt dla temperatur odpowiednio 1050 oraz 1150K. [H3]

Opracowatem technologiczng metode otrzymywania stopu powierzchniowego Au-Pt
[H2]. Za pomocg metod PAX i skaningowej mikroskopii tunelowej (STM) potwierdzitem
mechanizm tworzenia dobrze zdefiniowanego stopu Au-Pt. Otrzymany stop powierzchniowy
wykazywat takie same wiasciwosci katalityczne charakterystyczne dla platyny, natomiast w
przeciwienstwie do Pt, na powierzchni stopu nie stwierdzono adsorpcji tlenku wegla, co ma

istotne znaczenie praktyczne (zapobieganie zatruciu powierzchni katalizatora).
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2.1.2. Opracowanie metody otrzymywania warstw ziota o scisle okreslonej geometrii
na podiozach niemetalicznych [H4, H5]

Konwencjonalne metody otrzymywania warstw Au o scisle okreslonej geometrii oparte
na technologii ,,top-down” wykorzystywane sa w przemysle elektronicznym do otrzymywania
ukladéw scalonych. Struktury takie mogg by¢ otrzymane po poddaniu warstw Au naniesionych
na plytki krzemowe (napylanie prozniowe, rozpylanie katodowe) wyrafinowanym procesom
fotolitografii oraz trawienia (chemicznego, wigzka elektronowa, plazmowego).

Ostatnio, coraz czesciej nieciggte warstwy ztota skladajace si¢ z uporzadkowanych
krystalitow otrzymywane sg poprzez prézniowe naparowanie Au na podloze stale poprzez
odpowiednig maske stanowiaca swoiste sito o drobnych oczkach. Prowadzone sg rowniez
liczne prace badawcze nad procesem bezposredniego, selektywnego osadzania pol
kontaktowych (ang. Dip-Pen Nanolitography). Jednakze tego typu technologie wymagaja
zastosowania zaawansowanej robotyki i sg bardzo kosztowne.

W zwiazku z wyzej wymienionym ograniczeniami postanowitem opracowac i zbadaé
rozwigzanie, ktére mogloby by¢ prostsze i taiisze. Na wstepnie zmodyfikowang powierzchnig
niemetaliczng zostala naparowana ciggla warstwa zlota o grubosci 50 nm. Nastgpnie, za
pomocg reakcji chemicznej cienkich warstw Au z parami Hg dokonatem transformacji ciagle;,
cienkiej warstwy zlota, w stabilng warstwe nieciggla zbudowang z odseparowanych,
niekontaktujgcych sie ze sobg klasterow zlota [H4]. Aby przeksztalci¢ ciggla, cienkg warstwe
zlota w warstwe nieciagglg nalezy wykonac prace zwigzang z powigkszaniem powierzchni. W
tym celu wykorzystatem zmiane energii swobodnej ukfadu: ,,cienka warstwa metalu — podtoze”
powstajgcg w wyniku reakcji chemicznej metalu z cienkiej warstwy z parami Hg i utworzenia
na powierzchni podioza nowego indywiduum chemicznego — amalgamatu ztota. W pierwszej
chwili rozklad termiczny tego produktu pozostawi na powierzchni podloza nieciggla warstwe
wyj$ciowego metalu. Naturalna tendencja do obnizenia energii swobodnej ukladu poprzez
laczenie sie klasterow prowadzi¢ bgdzie jednak w kierunku rekonstrukeji cigglej warstwy,
poprzez migracje klasterow po powierzchni poditoza. W celu zahamowania tego nalezy uzy¢
podioza o heterogenicznej powierzchni, na ktorej wystapig lokalnie mikroobszary silniej
oddziatujgce z klasterami metalu od miejsc pozostatych. W tych mikroobszarach podtoza
klastery metalu zostang ,,zakotwiczone”. Jesli wytworzone zostang takie mikroobszary na
powierzchni podloza, w ktérych ,zakotwiczenie” utrzyma si¢ nawet w podwyzszonej
temperaturze np. ~500K, to uzyskana zostanie stabilna, nieciagla warstwa metalu. Niezwykle

mala energia kohezji rteci sprawia, ze amalgamaty ztota mozna utworzy¢ poprzez kontakt ztota
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z parami rtgel. Badania przeprowadzone za pomocg mikroskopii sit atomowych wykazaly, ze
stabilne pola kontaktowe Au pozostaly na podlozu stalym w miejscach pierwotnych
chropowatosci, uszkodzen mechanicznych powierzchni szkla. Ponadto, wykazatem, ze stabilne
pola kontaktowe Au mozna otrzymaé nie tylko na powierzchni szkla, ale réwniez na
powierzchni polimerowej. Zaobserwowany efekt agregacji Au na defektach powierzchniowych
stwarza mozliwos¢ kontrolowanego otrzymywania zorganizowanych struktur Au. Wymaga to
jednak przeprowadzania dalszych badan korelujgcych morfologi¢ uzyskiwanych klasteréw Au
ze sposobem modyfikacji struktury powierzehni podioza. W przypadku otrzymania
pozytywnych wynikéw, na powierzchni stalego podioza moglyby byé osadzane w
kontrolowany sposob pola kontaktowe wykonane z klasteréw Au o écisle okreslonej geometrii,
tworzgce wielopolowa matryce kontaktéw. Mozna je wykorzystaé do otrzymania
wielopolowego sensora wykonanego w kontrolowany sposéb z pél kontaktowych Au. Sensory
takie moglyby zostaé wykorzystane w badaniach migracji komorek.

Kolejnym, logicznym etapem badawczym bylo opracowanie metody pozwalajgce;
otrzyma¢ warstwy ziota o rozwinigtej powierzchni [HS5]. Podobnie jak ma to miejsce w
przypadku innych materiatow, zwiekszenie powierzchni wlasciwej ztota prowadzi do
uzyskania zupetnie nowych whasciwosci, szczegdlnie istotnych, gdy rozwinigcie powierzchni
odbywa si¢ w skali mikrometrowej lub ponizej jednego mikrometra. Procesy stuzgce
otrzymywaniu monowarstw metodg samoorganizacji (ang. Self Assembly Monolayers, SAM)
na drodze adsorpcji tiolowych pochodnych zwigzkéw organicznych, porowate elektrody,
katalizatory heterogenne, czujniki i biosensory zalezg od stopnia rozwinigcia powierzchni ztota,
definiowanej zwykle jako wspotczynnik szorstkosci, czyli stosunku wielkosci powierzchni
wiasciwej do wielkosci powierzchni geometrycznej.

Jedng z mozliwych metod rozwinigcia warstwy zlota jest wykorzystanie whasciwosci
amalgamatow Au. Jezeli wyjsciowa warstwa ztota ma grubosé ponizej 100 nm, to w wyniku
procesu tworzenia amalgamatu zlota i jego péZniejszego rozktadu termicznego w warunkach
prozniowych powstaje warstwa zbudowana z izolowanych wysp Au. Jezeli warstwa zlota
wyjsciowa ma grubos¢ powyzej 100 nm to tworzy sie rozwinigta powierzchnia zlota osadzona
na litym, cigglym ztotym podiozu. W zwigzku z tym zaprojektowatem i wykonatem dwa typy
uktadéw do pomiaru rozbudowania powierzchni zlotej poprzez trawienie parami Hg warstw
zlota o grubosci 250 nm naparowanych na plytki szklane. Kazdy uktad zawieral dwie pary
elektrod zlotych (pracujgca + pomocnicza) i jedna wspélng elektrode pseudoreferencyjna.

Wykazalem [HS], ze w wyniku tworzenia si¢ amalgamatu na powierzchni zlota, a

nast¢pnie jego rozktadu, morfologia probek ulega wyraznej zmianie, co wida¢ na obrazach z
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AFM, a takze na wykresach otrzymanych z pomiardw cyklicznej woltamperometrii (piki
reakcji utleniania i redukeji duzo wyrazniejsze, przeniesiony tadunek wigkszy). Morfologia
prébek zostaje zachowana po termicznym usuni¢ciu Hg z amalgamatu. Wspotczynnik
szorstkos$ci wyznaczony z pomiaréw AFM wzrasta z 1.02 (dla niemodyfikowanej warstwy Au)
do 1.12 dla modyfikowanej. Dla petnej charakterystyki rozwinigcia powierzehni, dla losowo
wybranych przekrojow policzylem odchylenie standardowe wysokosci (RMS) w danym
regionie. RMS wyznaczony z pomiarow AFM wzrasta z 2,80 nm (dla niemodyfikowane;
warstwy Au) do 186,76 nm dla modyfikowanej warstwy Au. W ten sposob rozbudowane
warstwy Au mozna wykorzystaé w fotowoltaice. Ogniwa fotowoltaiczne sg jedng z
intensywniej rozwijanej dziedziny badan pozwalajgce] na pozyskanie dostepnej ,,zielonej”
energii (Helgesen 2010). Duze oczekiwania sg wigzane z cienkimi warstwami fotoaktywnymi
osadzonymi na elastycznych podtozach (Graetzel 2012) oraz na wykorzystaniu warstwy
zbierajgcej swiatlo i przewodzacej prad elektryczny — czyli warstwy zlota o wysoce rozwinigtej
powierzchni (Jung 2010). Podobne zawisko — podwyzszenie wydajnosci kwantowej
generowania pragdu poprzez zastosowanie elektrod o rozwinigte] powierzchni obserwowano tez
dla innych elektrod jak warstwa TiO; na przewodzacej warstwie ITO (ang. Indium-Tin Oxide).
Mozna oczekiwaé, ze przyszie fotoogniwa beda otrzymywane metoda zadrukowania
elastycznych folii z naniesiong warstwg zlota lub innego przewodnika o silnie rozwinigte;

teksturze farbami zawierajgcymi mieszaniny fotoczutych barwnikow.

2.2. Zastosowanie cienkich warstw ztota w przetwornikach stosowanych do badan
biologicznych

Ostatnie dekady przyniosty rozwoj mikrotechnik stosujgcych zloto w wielu dziedzinach
badan biologicznych, zwtaszcza dotyczacych kontroli wzrostu i migracji komorek ssaczych.
Opracowano uklady pozwalajgce na uzyskanie stabilnych hodowli réznego typu komérek na
przyklad na powierzchni cienkich warstw zlota pokrytych hiperrozgale¢zionymi polimerowymi
fancuchami w celu badan metodami mikroskopii fluorescencyjnej (Amirpour 2001) czy na
modyfikowanej powierzchni pokrytych ztotem plytek stosowanych w technice spektroskopii
plazmondow powierzchniowych. Mozliwos¢ hodowli komérek na modyfikowanych
powierzchniach warstw zlota jest réwniez powszechnie wykorzystywana w systemach
mikroprzeptywowych (Rosser 2015).

Wszystkie zywe organizmy muszg wytrzymywac, rozpoznawac¢ i reagowaé z
fizycznymi silami $rodowiska. U cztowieka szkielet stuzy przeciwdziataniu sity grawitacji,

podczas gdy skora stanowi barier¢ umozliwiajgcg fizyczna interakcje ze srodowiskiem oraz
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ochrong przed infekcjami przez patogeny. Ostatnie dekady pozwolily na rozwoj badan
dotyczacych roli rozpoznawania i generacji sit fizycznych na rozwéj, fizjologic i procesy
chorobowe na poziomie pojedynczej komérki. Prowadzone obecnie biomechaniczne badania
lgczg teoretyczne i eksperymentalne podejscia w celu uzyskania wiarygodnego opisu
mechaniki komorek i jej wptywu na procesy fizjologiczne oraz chorobowe. Uzyskanie jednak
petnego obrazu wymaga interdyscyplinarnych badan z udzialem nowoczesnej biologii i
biotechnologii molekularnej, a do tego celu niezbedne sa biosensory o odpowiednio
modyfikowanych powierzchniach biokompatybilnych z zywymi komérkami. (Moeendarbary
2014).

Dalsze badania dotycza zastosowania komplementarnych metod AFM/QCM do
charakterystyki  wilasciwosci mechanicznych i  biologicznych ludzkich komérek

zlokalizowanych na zmodyfikowanych powierzchniach

2.2.1.Badanie wptywu modyfikacji powierzchni warstw polimerowych na wiasciwosci
komérek [H6, H7]

Modyfikacja podloza pelni wazng rol¢ w regulacji podstawowych funkcji Zyciowych
ludzkich i zwierzgcych komérek poddawanych procesom inzynierii tkankowej, jak adhezja,
proliferacja i réznicowanie. Komorki ludzkie in vitro standardowo sa hodowane w naczyniach
polistyrenowych lub szklanych, rzadziej na powierzchni metali jak tytan, cyrkon czy zloto. W
medycynie regeneracyjnej biokompatybilne warstwy polimerowe stosuje sie¢ do wytwarzania
opatrunkéw na trudno-gojgce si¢ rany oraz jako materialy skéro-zastepcze i transplanty
ubytkéw kostnych. Jedng ze stosowanych procedur ex vivo jest wyizolowanie komérek
pacjenta i wyhodowanie ich in vitro na odpowiednio przygotowanych bioresorbowalnych
podtozach, ewentualne dokonanie modyfikacji tych komdrek metodami inzynierii genetycznej
1 ponowne wszczepienie dawcy, co zapobiega odrzutom materiatu biologicznego. Konieczne
sg wigc badania réznych rodzajow substratéw i odpowiedzi komérkowej na dane podioze.
Szczego6lng uwage poswigea sig dzisiaj nanometrycznym wlasnosciom, tak aby struktura
materiatu byla biokompatybilna dla normalne;j tkanki na poziomie molekularnym.

Pierwszg z tej serii prac [H6] dotyczaca wplywu podioza na wilasciwosci zywych
komorek in vilro bylo badanie wlasciwosci powierzchniowych substratu (topografia,
elastycznod¢ oraz skfad chemiczny) na zywotnos¢ i whasciwosci ludzkich komérek kostnych
(HBDC) w celu uzyskania rusztowania 3D majgcego zastosowanie do implantéw kostnych.

W tym celu opracowano warstwowe, biokompatybilne struktury z krzemu

modyfikowanego naniesionymi cienkimi filmami sporzadzonymi z poli(akrylowego kwasu)
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PAA (warstwa A), jako czynnika zmniejszajgcego wartos¢ kata zwilzania (wzrost
hydrofilowosci) oraz bentonitu (warstwa B) pozwalajagcego na uzyskanie zréznicowanej
topografii powierzchni. Uzyskane powierzchnie miaty rézng grubosé, elastycznosé i topografie.
Chemiczny sklad substratu oznaczylem spektroskopia Ramana natomiast sztywnos¢ i
wiasciwosci powierzchniowe technikg nanoindentacji 1 metodg AFM. Ludzkie komarki HBDC
pozyskiwano z fragmentéw kostnych usuwanych chirurgicznie 1 hodowano w warunkach
standardowych na badanych powierzchniach. Analiza uzyskanych wynikéw pozwolita na
potwierdzenie istotnego wplywu mechanicznych wlasciwosci podtoza, czyli badanych warstw
oraz ich powierzchniowej struktury (sztywnosc, szorstkos¢) na przezywalnosé osteoblastéw,
podczas gdy zmiana wartosci kgta zwilzania byta bez wplywu.

Wplyw podtoza na struktury biologiczne moze by¢ zwiazany zaréwno z whasciwosciami
fizykochemicznymi powierzchni podloza jak 1 bezposrednim, elastycznym oddziatywaniem
podioza ze strukturami komérki. Zatem przygotowanie podtoza jest bardzo waznym procesem
i niezbedne jest zbadanie topografii powierzchni podloza i jego wlasciwosci mechanicznych
przed planowanym naniesieniem struktur biologicznych

Wigkszosé prac dotyczacych wpltywu sztywnosci podioza na wiasciwosci mechaniczne
komdrek dotyczy podi6z o module elastycznosci do 100 kPa. (Discher 2009) Modut
elastycznosci wigkszosci polimerdw jest rzgdu ~3 to 2000 MPa. Nalezy zaznaczy¢, ze modut
elastycznosci komorek wyznaczany metodg AFM nie jest wartoscig bezwzgledna i zalezy od
wielu czynnikéw (Lekka 2012). Opracowalem metode otrzymywania ptaskich membran z
terpolimeru glikoidu, L-laktydu i E-kaprolaktonu (PGA-PCL-PLA) i kopolimeru glikoidu i E-
kaprolaktonu (PGA-PCL) przy zastosowaniu techniki inwersji faz [H7]. Badane membrany
zostaty poddane powierzchniowej hydrolizie w Srodowisku zasadowym, w celu poprawy
przezywalnosci 1 proliferacji oraz adhezji komorek. Hydroliza jest pierwszym etapem
chemicznej modyfikacji membran. Proces hydrolizy prowadzono zmieniajgc zarowno czas
trawienia jak i stezenie srodka hydrolizujacego, ktorym byt wodorotlenek sodu. Najwiekszy
stosunek liczby moli grup COOH na jednostke powierzchni membran uzyskano stosujgc 2 M
roztw6r NaOH przez 2h. Zastosowanie wigkszych stezen, czy tez dluzszego czasu prowadzilo
do otrzymania gorszej jakosciowo membrany.

Przeprowadzitem badania za pomocag AFM wykazujac, ze topografia membrany PGA-PLA-
PCL po hydrolizie ulega istotnej zmianie. Powierzchnia membrany zbudowana z ziaren o

wymiarach (1um — $rednica, 0,5um — wysoko$¢) zostaje przeksztalcona w gabczasta strukture

(Rys.1)
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Rys. 1. Obrazy AFM powierzchni membran polimerowych: a) membrana PGA- PCL-PLA, b) membrana PGA-
PCL-PLA po hydrolizie, ¢) membrana PGA- PCL; d) membrana PGA-PCL po hydrolizie. [H7]

Na przekroju membrany (Rys.2) obserwowanym za pomocg SEM nie s3 widoczne Zmiany
(zniszczeniu ulega powierzchniowa warstwa membrany). Jest to typowe dla erozyjnego

mechanizmu degradacji.
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Ryc. 2, Obrazy SEM powierzchni przetamania membran polimerowych: a) membrana PGA- PCL-PLA, b)
membrana PGA- PCL-PLA po hydrolizie, ¢) membrana PGA- PCL; d) membrana PGA-PCL po hydrolizie.

[H7]

Zmianom- morfologii membrany towarzysza zmiany wihasciwosci fizykochemicznych. Do
wyznaczenie parametrow szorstkosci membran polimerowych zastosowalem procedure
opracowana dla warstw ztota. RMS dla membrany PGA-PLA-PCL po hydrolizie maleje z
2123 nm do 148.3 nm, a wspolczynnik szorstkosci z 1.29 do 1.11. Natomiast sztywnos¢
membrany wzrosta. Zmiany te wykazaly korzysitny efekt na zywotno$¢ i obszar
rozprzestrzeniania si¢ komorek. Za pomocg metody AFM wykazalem istotng statystycznie
zmiang wartosci modutu Younga dla komérek hodowanych na modyfikowanych membranach
PGA-PLA-PCL. Natomiast powierzchnia membrany PGA-PCL po hydrolizie nie ulegla tak
drastycznym zmianom. Zwigkszeniu ulegajg jedynie pory (Srednica wzrasta z 8 do 15nm) co
moze S$wiadczyé, Zze hydroliza przebiegla wewngtrz materiatu. Potwierdzajg to zdjgcia
przekroju membrany wykonane za pomoca SEM. RMS wzrasta, podczas gdy wspotczynnik
szorstkosci i sztywnos¢ pozostajg bez zmian. Nie stwierdzono wplywu hydrolizy membrany
PLA-PCL na zywotno$¢ i whasciwo$ci mechaniczne badanych komoérek
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2.2.2. Opracowanie biosensoréw do badania celéw biologicznych technikami AFM i
QCM na bazie zywych komarek

Jak juz weze$niej wspomniano, bardzo istotne jest opracowywanie specyficznych
bezznacznikowych biosensoréw z wykorzystaniem zywych komoérek w celu badania wplywu
réznych czynnikéw na przezycie i whasciwosci wybranego rodzaju komérek zdrowych i
patologicznych. W przeprowadzonych badaniach wykonano szereg optymalizacji warunkéw
niezbgdnych do uzyskania specyficznych biosensoréw zapewniajacych powtarzalne pomiary
w technice AFM i QCM z na bazie zywych komorek.

Optymalizacja metody stosowanego bezznacznikowego biosensora wymaga wielu
cksperymentalnych etapéw, w wyniku ktérych uzyskujemy integracje procesu detekcji,
wihasciwej powierzchni biosensora oraz poprawnej technologii przeptywu fazy ciektej. Istotne
jest tez wlasciwe przygotowanie wybranego materiahu badawczego (mate molekuly, peptydy,
bialka, receptory powierzchniowe, cale komoérki). Rodzaj badanej proby stawia okreslone
wymagania wlasciwych warunkéw pomiaru. Stosowana metodyka obejmuje bezposrednie
wigzanie ligandu: analit jest wigzany przez unieruchomiony na biosensorze ligand. Ta metoda
jest stosowana w badaniach kinetyki wigzania oraz przy mapowaniu miejsc wiazacych.
Immobilizacja ligandu (mate czgsteczki, peptydy, biatka) na powierzchni biosensora moze
zachodzi¢ przez wigzanie kowalencyjne lub jako wigzanie na zasadzie powinowactwa czesto z
zastosowaniem réznych grup markerowych- tagéw) i odbywa si¢ wedtug dobrze poznanych i
opisanych metod. Do utworzenia wigzania kowalencyjnego wykorzystywane sg grupy
aminowe, karboksylowe oraz tiolowe.

Odrgbny rodzaj biosensora stanowia biosensory wykorzystujace zywe komorki jako
ligandy. Uzyskanie takiego ukladu wymaga optymalizacji warunkéw pozwalajacych na
hodowlg komérek na zmodyfikowanej powierzchni biosensora zapewniajacej mozliwosé
adhezji, przezycia i proliferacji komérek. Poniewaz te wiasciwosci zalezg od typu komérek
niezbedne jest eksperymentalne ustalenie odpowiednich warunkow zapewniajacych
prawidlowe funkcjonowanie takiego biosensora i powtarzalnos¢ dokonywanych pomiarow.
Dalsze etapy to sprawdzenie wiasciwej aktywnosci immobilizowanego ligandu i opracowanie
wiasciwej metody regeneracji biosensora, ktéra powinna prowadzi¢ do catkowitej dysocjacji
badanego analitu od ligandu, przy zachowaniu caltkowitej aktywnosci ligandu. Opracowanie
optymalnych warunkéw pomiaru dotyczy wyboru whasciwego uktadu buforowego i procedury
ptukania oraz optymalnej temperatury. Nalezy rowniez ustali¢ pozytywne i negatywne kontrole

i whasciwg procedurg pomiaru. Osobny problem stanowi wiasciwe przygotowanie badanego

analitu.
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2.2.2.1.Wybdr komdrek skory stanowigcych model badawczy

Skéra jest najwickszym narzadem cziowieka (ok. 2 m’ powierzchni), ktérego gltéwnym
zadaniem jest odbior bodZcéw z zewngetrznego Srodowiska oraz ochrona organizmu przeciwko
szkodliwym czynnikom. Narzad ten sktada si¢ z trzech warstw: naskorka, skory whasciwej i
tkanki podskémej. Najbardziej zewngtrzng warstwe, naskorek, tworzg keratynocyty, komarki
nabtonka ptaskiego skéry o specyficznych wiasciwosciach. Powstajg z komoérek macierzystych
warstwy podstawnej 1 podlegaja réznicowaniu tworzac kolejne warstwy: kolczystg i ziarnista,
az do utworzenia zrogowacialej warstwy martwych komorek korneocytéw, ktére podlegajg
ztuszczaniu. W warstwie podstawnej pomiedzy keratynocytami zlokalizowane sg komorki
barwnikowe melanocyty (Rys.3.) Keratynocyty charakteryzuje duzy potencjal proliferacji oraz
konicowego réznicowania. Oprécz funkcji tworzenia bariery przenikania, keratynocyty pehia
zasadnicza role jako immunologiczni ,straznicy” skory przez inicjacje, modulowanie i
regulacje reakcji zapalnej naskorka poprzez wydzielanie specyficznych cytokin. Nalezy
zaznaczy¢, ze skora jest w sposob ciggly poddawana wpltywom srodowiska i caty szereg
czynnikow prowadzi do zaburzenia jej homeostazy 1 reakcji podraznienia. Poniewaz stale
uzyskiwane sg nowe substancje biologiczne i syntetyzowane chemiczne, istotng staje si¢ ocena
bezpieczenstwa stosowania tych zwigzkéw. Stosowane dotychczas testy in vivo na zwierzetach
podlegajg $cistym ograniczeniom natomiast badania na komorkach (wydzielanie cytokin
prozapalnych) sa stosunkowo drogie i czasochlonne, natomiast okluzyjne testy naskorkowo-
ptatkowe, shizace do oceny potencjalu draznigcego substancji chemicznych wymagaja
specjalnych pozwolen i udziatu wybranego panelu probantéw. Dlatego istotne jest opracowanie

alternatywnych metod w celu badan przesiewowych.

Jako model w wigkszodci badan stosowatem hodowle komorek naskérka skory ludzkiej:
keratynocyty HaCaT. Komorki te stanowig spontanicznie unie$miertelniona linie ludzkich
keratynocytdw, rosnaca warstwowo i wykorzystywang w wielu badaniach. Nalezy zaznaczy¢,
ze komoérki te sg majg zmutowany gen biatka p53, ktéry nalezy do podstawowych genow
kontrolujgcych cykl komorkowy. Stwierdzono jednak, ze linia ta nie posiada wlasciwosei
spontanicznej transformacji nowotworowej i reaguje na czynniki prozapalne i alergizujgce,
dlatego stanowi dogodny model do wielu testow substancji stosowanych w kosmetologii i

medycynie (Boukamp 1988; van de Sandt 1999).
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Rys. 3. Schemat budowy ludzkiego naskérka.

2.2.3. Diagnostyka i ocena efektywnosci dziatania naturalnych substanciji ochronnych
przeciwko uszkodzeniom skdry czynnikami chemicznymi i fizycznymi [H8, H9]

2.2.3.1. Diagnostyka reakcji kontaktowego zapalenie skory in vitro [H8]

Kontaktowe zapalenie skéry wynikajgce z reakcji podraznienia — ICD (ang. irritant
contact dermatitis), nazywane réwniez potocznie podraznieniem skéry (ang. cutaneous
irritation), jest definiowane jako szybko pojawiajaca si¢ lokalna reakcja skory wobec
roznorodnych bodZcow zewnetrznych (chemicznych, fizycznych i biologicznych),
indukujacych reakcje, zapalng skéry bez udzialu mechanizméw immunologicznej reakcji
nadwrazliwosci, podczas gdy alergiczne kontaktowe zapalenia skéry — ACD (ang. allergic
contact dermatitis), nalezy do IV typu reakcji nadwrazliwosci i wymaga aktywacii
specyficznych komorek adaptacyjnej reakcji uktadu immunologicznego. Poniewaz oba typy
reakeji rozpoczynajg si¢ reakcjg zapalng i wytwarzajg podobne objawy jak zaczerwienienie,
obrzgk, suchos¢ i zluszczanie naskérka, swedzenie i bol, prawidlowa diagnoza nastrecza
trudnosci (Wells 2004) Kliniczne rozpoznanie tych dwoch proceséw stanowi czesto duze
wyzwanie, poniewaz morfologia oraz histopatologia kontaktowych i alergicznych reakcji
zapalnych skéry sg trudne do rozréznienia w ramach subiektywnej oceny histopatologa,
natomiast metody zapobiegania i leczenia powinny byé zréznicowane. Prawidlowa diagnoza

wymaga wykonania zaawansowanych badar wydzielanych immunoglobulin i cytokin.
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Objawy kliniczne oraz przebieg ICD zalezg od wiclu czynnikéw zewng¢trznych i
wewnetrznych. Kazdy zwigzek drazniacy moze wywolaé rézna postaé podraznienia skory, w
zaleznosci od stezenia, czasu kontaktu i jego czestotliwosei oraz wielu innych czynnikéw.
Powstanie ostrego podraznienia skory jest mozliwe w szczegdlnych warunkach ekspozycji,

takich jak odpowiednio wysokie stezenie i czas kontaktu oraz warunki aplikacji.

Kontaktowe podrainienie skdry ]

Rys. 4. Alergiczne kontaktowe zapalenie skory i kontaktowe podraznienie skory.
(Courtesy American Academy of Dermatology)

Modelowym anionowym zwigzkiem powierzchniowo czynnym, wykazujgcym
dzialanie draznigce jest sél sodowa siarczanu alkoholu dodecylowego (wg. Nomenklatury
INCI: Sodium Lauryl Sulfate, SLS) [H8].

N
A

Rys.5. 86l sodowa siarczanu alkoholu dodecylowego

Jego wybdr jako przedmiotu badan zostat podyktowany tym, ze jest to zwigzek tatwo
dostepny, otrzymywany w wyjatkowo czystej postaci, co pozwala réznym zespotom
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badawczym pracowaé na tym samym materiale. Ponadto nie wykazuje toksycznosci
systemowej, nie jest kancerogenny, a reakcja alergiczna organizmu poddanego dziataniu tego
zwigzku wystepuje rzadko. Stopien podraznienia skory wywolany przez SLS jest
proporcjonalny do zastosowanego stgzenia, co pozwala kontrolowa¢ przebieg badania. Co
wigcej, objawy podraznienia skory, spowodowanego przez SLS szybko ustepuj 3. Ocenialismy
Zywotnosé komérek poddawanych dziataniu SLS i SLS
z dodatkiem hydrolizatéw keratyny (HK) w r6znych stosunkach molowych (2:1, 5:1). Wraz ze
wzrostem stezenia SLS w roztworze obserwowano coraz silniejsze ograniczenie proliferacji
komoérek. Dla stezen >50 mg/ml zaobserwowano bardzo silne ograniczenie proliferacji. HK
ograniczaly niekorzystny wplyw SLS na zywotno$¢ komérek. Najsilniejszy efekt odnotowano
dla roztworu SLS:HK w stosunku molowym 2:1. Keratynocyty HaCaT poddane dzialaniu
badanych zwiazkéw zostaly zobrazowatem za pomocg mikroskopu optycznego i mikroskopu
AFM.

Wykorzystujac mozliwo$¢ precyzyjnego monitorowania sity oddzialywania migdzy
ostrzem a powierzchnig w zaleznosci od odleglosci, jaka daje mikroskop AFM oraz wybierajgc
odpowiedni model opisujacy zachowanie elastycznej powierzchni po przytozeniu zewnetrzne;

sily obliczytem modut Young’a dla wszystkich zobrazowanych keratynocytéw (Rys. 6).
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Rys.6. Zmiana wartosci znormalizowanego modutu Young’a dla kontrolnych komérek HaCaT, oraz
traktowanych SLS, HK i cytochalazyna D [HS]

Wartosci  obliczonego modutu Young’a dla komorek traktowanych badanymi
zwigzkami wykazaly korelacj¢ z zaobserwowanymi zmianami w organizacji cytoszkieletu
aktynowego. W wypadku komoérek traktowanych SLS zaobserwowano silng reorganizacje w

obrgbie cytoszkieletu aktynowego, podobng do dziatania cytochalazyny D (Sokolov 2006),
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ktora blokujac dolaczanie nowych monomeréw aktynowych do filamentu, powoduje rozpad
juz istniejgcych mikrofilamentow.

W przeprowadzonej serii badan na komodrkach HaCaT wykazatem mozliwosé
zastosowania metod bezznacznikowych do charakterystyki wiasciwosci mechanicznych
pozwalajacych na diagnostyke reakcji podraznienia skory in viiro [H8]. Opracowana przeze
mnie metodyka stanowi nowatorskie podejscie do testowania skutecznosci surowcoéw jako
alternatywa do testdw na zwierzgtach. Zostata wykorzystana do opracowania nowego produktu
kosmetycznego mogacego w znacznym stopniu opdzni¢ proces starzenia si¢ skory, a przede
wszystkim zminimalizowaé niekorzystny wplyw czynnikéw zewnetrznych, ktére w istotny
sposOb przyspieszajg starzenie si¢ organizmu [P11, P13]

Ponadto, moje badania zostaty w pelni potwierdzone przez opublikowane 3 lata p6zniej
wyniki (Choi 2016). Zespot ten badal wplyw SLS na biomechaniczne oraz biologiczne
wihasciwodei ludzkich keratynocytow i potwierdzil, ze zmiany w morfologii, proliferacji
komoérek i sekrecji cytokin wystgpuja w wysokich stgzeniach SLS (25 uM), podczas gdy
zmiany elastycznosci i szorstkosci powierzchni oceniane technikg AFM sg widoczne juz przy
nizszych stezeniach (10 pM). Sugeruje to, ze badanie mechanicznych wlasciwosci
keratynocytéw moga by¢ stosowane jako biomarkery do oceny bezpieczenstwa réznych

czynnikdéw zewnetrznych stosowanych na skore jako kosmetyki lub leki.

2.2.3.2. Ocena efektywnosci dziatania naturalnych substancji ochronnych przeciwko
uszkodzeniom skory promieniowaniem UVB [H9]

Jednym z najbardziej szkodliwych czynnikow fizycznych dla naskdrka i skory jest
promieniowanie ultrafioletowe, zar6wno naturalne jak i sztuczne. Stwierdzono, ze najbardziej
szkodliwe jest wysokoenergetyczne promieniowanie UVB, ktére powoduje liczne uszkodzenia
naskorka i skory przez destrukcje dwuniciowego DNA i generacje aktywnych form tlenu (ROS)
powodujgc podraznienia, oparzenia, przedwczesne starzenie oraz wystgpowania nowotworéw
skory (Masaki 2009).

Delfinidyna, ro$linny barwnik (aglikonowa forma antocyjaniny) jest znana jako
efektywny czynnik ochronny przed destrukcyjnym wplywem promieniowania UVB na skore,

w poréwnaniu do innych badanych zwigzkéw antocyanidynowych (Kwon et al. 2009).
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Rys. 7. Wzor strukturalny delfinidyny

Ochronne dziatanie delfinidyny przeciwko skutkom promieniowania UVB (produkcji
aktywnych metabolitéw tlenu) zostato wykazane dla keratynocytéw (Afaq 2007). Dotychczas
nie badano wptywu delfinidyny na mechaniczne wiasciwosci komérek skory.

Przeprowadzilem badania ochronnego dziatania delfinidyny na modelu in vitro
keratynocytow HaCaT [H9]. Celem byta ocena zmian modutu elastycznodci komérek w
wyniku ekspozycji na promieniowanie UVB oraz potencjalnego ochronnego wplywu roznych
stezen delfinidyny na ten parametr. Oceniono réwniez korelacje reorganizacji cytoszkieletu
aktynowego keratynocytow oraz wplyw delfinidyny na mechanizm naprawy £EeNOMmMowego
dwuniciowego DNA komorek uszkodzonego przez promieniowanie UVB.

Wykazatem istotny statystycznie ochronny wplyw niecytotoksycznych dawek
delfinidyny na przywrécenie modutu elastycznosci znacznie obnizonego przez promieniowanic
UVB. Testy statystyczne byly dostosowane do stwierdzonego rozktadu obserwacii. Innych
testow uzywano w przypadku stwierdzenia zgodnosci z rozktadem normalnym, a innych w

pozostatych przypadkach.

| T

150
1

Elastic modulus [%]
10
salens

i
'
]
'
i
i
i
T
+
H ' 1 |
: 1
1 )
1
i
-1 T —
'
|

| o
I—_I_ T T T T I

0 pre s pre 10 post 5 post 10

- LmJ
_}_

50

Defptunidin [uM] + UVB [100 mJicm’)

Rys.8. Zmiana wartosci ZI‘]O]"ITIaIlZO“ anego modufu Young’a dla komérek HaCaT naswietlonych dawka 100
m)/cm’, a nastgpnie potraktowanych delfinidyna. [H9]
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Réwniez pozostale parametry ulegly istotnej poprawie. Potwierdzono, Ze stosowanie
delfinidyny przed, w czasie oraz po nadmiernej ekspozycji skory na promieniowanie stoneczne,
moze stanowi¢ ochrong przed jego skutkami, rowniez inicjacjg nowotwordw skory.

Opracowana metoda [H9] zostata zastosowana do badan efektywnosci sktadnikow
ochronnych kosmetykéw stosowanych w celu zapobiegania 1 usuwanie skutkow

promieniowania UVB naturalnego (stonice) i sztucznego (solaria).

2.2.4. Badanie mozliwosci zastosowania metod AFM | QCM do diagnostyki progresiji
raka skory (czerniaka).

Kolejnym zadaniem badawczym bylo opracowanie metody pozwalajgcej na
identyfikacje komorek czerniaka w roznych fazach rozwoju. Zagrozenie czerniakiem
(melanoma), nowotworem skory o najwyzszej $miertelnosei, wykazuje znaczny wzrost w ciggu
ostatnich dekad w swiatowej populacji. Jest on uwazany za jeden z najbardziej niebezpiecznych
nowotworow skory, gtownie ze wzgledu na fakt, iz nie istnieje skuteczne leczenie po wejsciu
choroby w faze przerzutow (Alexander 2011). Pochodzenie czerniaka z transformowanych
komérek barwnikowych naskdrka - melanocytow, podlegajgcych réznicowaniu z grzebienia
neuronowego moze wyjasniac jego wysoki potencjal metastatyczny w poréwnaniu do innych
typow raka skory. Rokowania zalezne sg od glgbokosci naciekania oraz stopnia zaawansowania
klinicznego. W poczatkowych fazach choroby (grubo$é naciekania do Imm) wyleczalnosé
siega nawet 90-100%. Do tej pory zostaly wyrdéznione trzy kolejne fazy rozwoju czerniaka
skory: nieinwazyjny wzrost in situ (RGP), stymulacja procesu tworzenia przerzutow (faza
rozwoju naczyfn krwionosnych, VGP) prowadzaca do wnikania komoérek do naczyn

krwionosnych oraz faza rozwoju przerzutow (Rys.9).
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Rys.9. Fazy rozwoju czerniaka

Transformacja od pierwotnego nowotworu do przerzutéw zalezy od kompleksowych
mechanizméw genetycznych i epigenetycznych prowadzacych do nickontrolowanych
podziatdw, angiogenezy, odpornosci na apoptoze i proceséw inwazji. Poznanie molekularnych
mechanizméw procesu tworzenia przerzutdw czerniaka jest podstawowym warunkiem
uzyskania skutecznych metod wczesnej diagnostyki i wlasciwej terapii pacjentow z wysokim
ryzykiem wystapienia przerzutdw. W zwigzku z tym niezbedna jest analiza wielu czynnikow
progresji nowotworéw (biomarker6w) w celu uzyskania wiasciwej diagnozy i prognozy
czerniaka.

Przejscie od epitelialnego do mezenchymalnego fenotypu (EMT) nalezy do kluczowych
procesow embriogenezy umozliwiajgcych roznicowanie tkanek i narzadéw oraz naprawy
uszkodzonych tkanek. Roéwnoczednie proces ten jest odpowiedzialny za wystepowanie
powaznych patologii jak zwl6knienia narzadéw oraz przede wszystkim za progresje
nowotworéw. Epitelialny fenotyp stanowig komérki zréznicowane, o okreslonej polarnosci.
Ich cechy to: przyczepnos¢ migdzykomérkowa oraz do macierzy zewngtrzkomorkowej,
polaryzacja szczytowo-bazalna. Mezenchymalny fenotyp przywraca komérkom mobilnosé i
zdolnosc¢ do inwazji oraz réznicowania przez indukcje wiasciwosci podobnych do whasciwosci
komérek macierzystych, a wigc odpornosci na apoptoze i starzenie oraz powodowanie
immunosupresji i opornosci na chemoterapig. Przejscie EMT jest odwracalne do przejscia
mezenchymalno-nablonkowego (MET) i w procesie rozwoju embrionu wystepuje kilka takich
przejs¢. (Thiery 2009). Podobnie w procesie rozwoju nowotworu EMT/MET umozliwia

komérkom rakowym migracj¢ do oddalonych lokalizacji w organizmie i tworzenie przerzutow
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przez osiedlanie si¢ i proliferacj¢ w nowej lokalizacji. Zbadano, ze bardzo wiele drég
sygnatowych i roznych czynnikow indukuje EMT/TEM podczas rozwoju embrionalnego,
gojenia ran i w procesach patologicznych. Do czynnikéw odpowiedzialnych za indukcje EMT
w roznych chorobach nowotworowych naleza czynniki transkrypcyjne (SNAI1/2, ZEB,
TWIST1, GRHL2, OVOL1/2, and PRRX1), regulatory post-translacyjne (miRNAs), oraz
kontrola epigenetyczna. (Nieto 2016). Nalezy zaznaczy¢, ze szereg wymienionych czynnikdw
transkrypcyjnych moze podlega¢ regulacji na poziomie posttranslacyjnym poprzez ich
lokalizacje oraz procesy degradacji. Istotny jest wplyw mikrosrodowiska kancerogennego;
hipoksja oraz przewlekle reakcje zapalne sg istotne w progresji nowotworu i tworzeniu
przerzutéw (Thiery 2009).

Ztozony mechanizm procesu tworzenia przerzutéw (Rys.10) wymaga réznych strategii
komoérek metastatycznych pozwalajgcych na ich przezycie w krazeniu i kolonizacj¢ w odleglej
lokalizacji. Nalezy tu podkreslié rol¢ oddziatywania mikrosrodowiska zawierajgcego komorki
stromy lub immunologiczne wplywajace na ten proces, a zwlaszcza mozliwos¢ rekrutacji
komorek promujgcych tworzenie metastaz przed ich osiedleniem w specyficznej lokalizacii.
Stwierdzono istotng role eksosomow wydzielanych zarowno przez komorki epitelialne jak i
mezenchymalne. Eksosomy sa zewngtrzkomérkowymi czasteczkami sygnalizacyjnymi
wydzielanymi przez komoérki eukariotyczne w warunkach fizjologicznych oraz w procesach
nowotworowych, w ktorych promujg tworzenie i progresje nowotworu (Greening 2015).
Eksosomy pochodzgce z komérek guza nowotworowego przenoszg sygnaly promujace EMT
oraz zwickszajg migracyjne 1 inwazyjne wlasciwosci komoérek docelowych, a takze powodujg
przeksztatcanie komorek stromy i1 tworzenie pre-metastatycznych nisz (Syn 2016). Postuluje
sie, ze komarki nowotworowe podlegajgce EMT znajdujace si¢ w krazeniu mogg pochodzic z
komorek przechodzacych t¢ zmiang in situ w guzie pierwotnym lub mogg osiaggac posrednie
fenotypy w krazeniu, zwlaszcza pod wptywem tworzenia agregatéw z piytkami produkujgcymi
duze ilosci transformujacego czynnika wzrostu (TGF-beta) (Derynck 2014).

Dalsze utrudnienie stanowi fakt, ze wedtug ostatnich badan EMT mozna rozpatrywaé
jako proces ciaggly a komérki moga reprezentowac stabilne fenotypy epitelialny (E), posredni
(EM) i mezenchymalny (M), ale réwniez niestabilne fazy tego przejscia. (Nieto 2016). Sprawia
to, ze rozpoznanie komdrek wedrujacych raka nalezacych do typu mezenchymalnego, czyli
tworzacych przerzuty jest trudne 1 niejednoznaczne. Dlatego kazda nowa metoda

umozliwiajaca takie badanie jest bardzo wazna 1 istotna w kontroli przebiegu choroby

NOWOIWOrowej.
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Rys. 10. Schemat procesu tworzenia przerzutéw (wg. Lobb 2017)

Wszystkie komérki w organizmie zyja i proliferujg w kontakcie z ptynami ustrojowymi
i macierzg pozakomdrkowyg (ECM). Sygnaly przezycia lub $mierci wysylane z
mikrosrodowiska regulujg wszystkie procesy homeostazy tkanek i narzadéw. Obecnie proces
nowotworzenia rozpatrywany jest nie tylko jako utrata wlasciwej regulacji drég sygnatowych
stanowigcych o przezyciu, starzeniu lub programowej $mierci, ale rowniez jako wynik
regulatorowych ~wlasciwosci macierzy pozakomorkowej i przetwarzania sygnalow
mechanicznych. Potwierdzono, ze wtasciwosci mechaniczne ECM wplywaja na proces nowo
tworzenia i ze wzrost sztywnosci ECM wystepuje w obserwowanych nowotworach in vivo.
Podobnic in vifro normalne komérki hodowane na sztywnych podiozach moga podlegaé

spontanicznej transformacji nowotworowej (Huang 2005; Leventhal 2009).

2.2.4.1.Opracowanie biosensora na bazie oddziatywania lektyna/specyficzne glikany
nowotworowe z zastosowaniem karboksypeptydazy Y jako modelowego biatka [H10]

Przeprowadzitem badania majace na celu opracowania biosensora do szybkiego
oznaczania potencjatu tworzenia metastaz czerniaka skory z wykorzystaniem materiatu

pobranego podczas resekcji skornej czerniaka, a takze zbadania potencjalnych lekéw na
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progresje czerniaka i tworzenie przerzutow. Jedng ze stosowanych procedur do wykrywania
przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego sg badania oddziatywania specyficznych glikanéw
obecnych na powierzchni komoérek guza pierwotnego 1 jego przerzutdw ze specylicznymi
lektynami, przy uzyciu technik mikrowagi kwarcowej w trybie Sledzenia dyssypacji energii
(QCM-D) i mikroskopii sit atomowych (AFM). Metoda QCM pozwala na analize profilu
glikozylacji bialek blonowych z uzyciem nieznakowanej lektyny i prowadzenia pomiaréw w
czasie rzeczywistym. Wyznaczone na tej podstawie state asocjacji i dysocjacji, zmiany entalpii
i swobodna energia Gibbsa, umozliwiajg termodynamiczng i kinetyczng charakterystyke

kompleksow.

Dlatego, niezwykle waznym aspektem badania czerniaka stala si¢ metodyka polegajaca
na wykorzystaniu specyficznych oddzialywan pomigedzy powierzchniowymi glikanami
komorkowymi stanowigcymi specyficzne markery czerniaka 1 lektynami. Powierzchniowe
glikany komorkowe sg liniowymi lub rozgalgzionymi oligosacharydami przylaczonymi do
biatek i lipidéw blony komoérkowej. Ze wzgledu na zlozong budoweg (zawieraja N-
acetylgalaktozamine, galaktoze, kwas neuraminowy, N-acetylglukozaming, kwas sialowy,
mannoze, glukozeg, fukoze 1 inne) kodujg wiele informacji waznych dla réznych procesow
komorkowych. Zmiany w skladzie oligosacharyddéw towarzyszg wielu chorobom, zwlaszcza
nowotworowym. Zmiany te ulatwiajg procesy tworzenia przerzutOw i sg obecnie stosowane
jako markery nowotworowe. Potwierdzono istotng rolg¢ zmienionych glikanéw w réznych
fazach progresji czerniaka. Naleza do nich zwigkszona obecnos¢ hypersialilowanych N-
oligosacharydow lub niekompletnych glikanow. Jednym z najistotniejszych narzedzi badania
zmian powierzchniowych glikanow komorkowych sa ich specyficzne interakcje z lektynami.

Lektyny sa grupg specyficznych glikoprotein pochodzenia zwierzecego i roslinnego
specyficznie wigzacych sig z duzym powinowactwem z pewnymi typami glikanow. Reakcje te
stosowane sa jako markery przebiegu procesu nowotworzenia. Nalezy zaznaczy¢, ze wigkszosé
lektyn stosowanych obecnie jako czynniki réznicujace linie pierwotne i metastazy jest
pochodzenia roslinnego. Najczesciej stosowanymi lektynami sg konkanawalina A (Con A),
lektyna z Sambucus nigra (SNA-1), lektyna z Lens culinaris (LcL), lektyna z Helix pomatia
(HPA) i Maackia amurensis (MAA). Wykazano, ze Con A wigze sig¢ wybidrczo do glikanow
matkerowych komérek nowotworowych, a nie reaguje z markerami komérek normalnych.

Mozliwo$¢ obserwacji oddziatywania lektyny z glikoproteinami w czasie rzeczywistym
jest wazng zaletg komplementarnych technik QCM-D i AFM. Za pomocg QCM wyznaczane

sg parametry kinetyczne wszystkich etapéw reakcji tj. stale szybkosci asocjacji i dysocjacji,
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réwnowagows stalg reakcji oraz energig¢ swobodna Gibbsa, podczas gdy spektroskopia AFM
jest stosowana do uzyskania parametréw opisujacych rozpad badanego kompleksu jak
potozenie bariery potencjatu i statg szybkosci dysocjacii.

Wykorzystujge te techniki opracowalem modele badawcze stuzace do analizy
powinowactwa lektyny Con A i LcL. do karboksypepytdazy Y (jako modelowego biatka)
[H10], a takze do rozréznienia ludzkich linii komorkowych czemiaka z réznych faz
rozwojowych [H11]. W celu opracowania poprawnie dzialajacych sensoréw lektyny zostaly
naniesione na przetworniki mikrowagi kwarcowej z elektrodg zlota, z zastosowaniem
modyfikacji powierzchni grupami tiolowymi, tworzgcymi na powierzchni zlota stabilne
monowarstwy uzyskane w wyniku uproszczenia procedury i jej optymalizacji (Rys. 11).

Stosowano przetworniki inkubowane w 8 mM roztworze p-aminotiofenolu w etanolu
przez 16 h. Przetworniki poddawano sonikacji w etanolu w celu usunigcia niezwiazanego
kowalencyjnie p-aminotiofenolu. Po sonifikacji sensor przeplukiwano etanolem i woda milliQ
oraz suszono w atmosferze gazu obojetnego. Nastepnie inkubowano w 2,5% wodnym
roztworze aldehydu glutarowego przez 30 minut i przemywano buforem. Sensor z tak
przygotowang powierzchnig przenoszono do komory pomiarowej, do ktérej wprowadzano
roztwér immobilizowanego biatka w zamknietym przeplywie z szybkoscia 200 pl/min przez 1
h. Nast¢pnie komor¢ pomiarowa przemywano 4% roztworem glicyny w celu zablokowania

reszt aldehydowych, ktore nie przereagowaly z biatkiem.

_;O_.-,_
“\Hﬁ

ConA
A

Rys. 11. Immobilizacja lektyny Con A na powierzchni Au
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W przeprowadzonych badaniach analizowatem oddzialywania dwéch lektyn, ConA i
LcL, z mannozowym analitem karboksypeptydaza Y. Otrzymane wyniki umozliwity
wyznaczenie stalych kinetycznych analizowanych komplekséw. Wyznaczone wartosei
rownowagowych stalych asocjacji badanych komplekséw wskazuja na silniejsze
oddzialywanie Con A z analitem mannozowym. Potwierdzajg to réwniez otrzymane wartosci
energii swobodnej Gibbsa. Wynik ten, jest w zgodzie z wartosciami wyznaczonymi dla innych
analitow mannozowych. Wykazano, ze oddziatywanie Con A jest silniejsze niz LcL dla metylo
a-D-mannopiranozydu (Schwarz 1993). Dla glikoprotein zawierajgcych wigeej niz szesc¢
czasteczek mannozowych warto$¢ K, powinna by¢ wyzsza niz 1x10® M! (Gallego 2004).
Zatem wynik otrzymany dla kompleksu Con A-CaY, K, = 2,25 x 10° M, w pelni potwierdza
te zalezno$¢, biorac pod uwage, ze karboksypeptydaza Y zawiera w jednym tafncuchu
cukrowym okolo trzynastu reszt mannozowych. Otrzymane wyniki sg w bardzo dobrej
korelacji z wynikami uzyskanymi metodg AFM [H10]. Ponadto analiza AFM wykazata, ze
pozycja bariery potencjatu obu kompleksow jest wzgledem siebie przesunigta. Na kinetyke i
termodynamike tworzenia 1 dysocjacji komplekséw moze wplywaé¢ nie tylko
multiwalencyjnos¢ liganda, lecz réwniez multiwalencyjnos¢ analitu.

Karboksypeptydaza Y jest enzymem posiadajgcym w swoje] strukturze cztery tancuchy
oligosacharydowe (GIcNAc)2(Man)l3 (Hashimoto 1981), przy czym odleglos¢ pomiedzy
dwoma taficuchami oligosacharydowymi wynosi ok. 60 A (Dumoulin 1999). W zwigzku z tym,
mozliwe jest jednoczesne zwigzanie jednej czasteczki karboksypeptydazy Y z dwoma
miejscami wigzgcymi liganda. Taka sytuacja moze zdarzy¢ sie jedynie w przypadku wigzania
CaY za pomocg LcL, bo odlegtos¢ pomigdzy miejscami wigzania sacharydow w Con A wynosi
ok. 70 A (Reynolds 2011). Wyniki réwnowagowej statej asocjacji kompleks6w otrzymane za
pomoca QCM-D potwierdzaja t¢ teorig. Pordwnujgc wartosci otrzymane dla obu kompleksow
wyliczone dwiema metodami — za pomocg izotermy Langmuira i czaséw relaksacji, mozna
zauwazy¢, ze wyniki otrzymane dla kompleksu Con A- CaY sg zgodne. Dlatego do badan z

zastosowaniem biosensordw komaérkowych jako analit wybratem Con A.
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2.2.4.2. Opracowanie biosensora komérkowego na bazie oddzialywania
lektyna/specyficzne glikany nowotworowe dla linii komorkowych czerniaka [H 11]

Nalezy zaznaczy¢, ze przeprowadzenie badan na catych komérkach w wiekszym
stopniu odpowiada warunkom in vivo, co nie jest mozliwe w przypadku innych metod,
wymagajacych izolacji glikoprotein btonowych.

Nowatorskim aspektem pracy [HI11] bylo zastosowanie metod bezznacznikowych
QCM-D/AFM do opracowania biosensoréw komérkowych umozliwiajacych wezesne
wykrywanie przerzutéw czerniaka przez monitorowanie specyficznych powierzchniowych
marker6w komérek wehodzacych w faze metastazy (markery fenotypu mezenchymalnego), a
tym samym na opracowanie szybszych i wydajniejszych technik diagnostyki i prognostyki
choréb nowotworowych. Opracowanie biosensora komérkowego odpowiedniego do takich
badadi wymagalo optymalizacji stosowanych warunkéw eksperymentalnych. Istotnym
parametrem bylo ustalenie whasciwej szybko$§¢ przeplywu roztworu biatka przez komore
pomiarows. Zbyt mata szybko$¢ przeptywu roztworu biatka przez komore pomiarowa moze
ogranicza¢ mozliwos¢ stosowania modelu wyktadniczego. Roznice we wplywie szybkosci
przeplywu na oddzialywanie analit - ligand zaobserwowala réwniez grupa badawcza
wykorzystujgca metodg alternatywng do QCM - rezonans plazmondéw powierzchniowych
(Drescher 2009). Komérki wysiano na sensory polistyrenowe, po 48h ptukano PBS, delikatnie
utrwalano 3,7% roztworem paraformaldehydu przez 30 min i po phukaniu umieszczano w celce
pomiarowej mikrowagi. Badano dwie szybkosci przeptywu: 25 i 50 pl/min. Zastosowane
predkosci sg dosy¢ typowe dla tego typu pomiaréw (Peiris 2012). Uklad najpierw
stabilizowano, a nastgpnie wprowadzono roztwor lektyny i rozpoczynano whasciwy pomiar.
Szybszy przeptyw roziworu spowodowal oderwanic sie wigkszej ilosci komorek, dlatego
pomiary prowadzono przy przeptywie 25 pl/min. Kolejnym etapem w optymalizacji procesu
byto ustalenie odpowiedniej ggstosci komorek zlokalizowanych na sensorze. W tym celu
wysiano na sensory kolejno 2,5x10* i 5x10* komérek i przeprowadzono badanie w sposéb
analogiczny jak poprzednio. Optymalizacj¢ pomiaru uzyskano w nastepujacych warunkach:
wysianie komérek o gestosci 5x10% komarek/sensor i inkubacja przez 48 h w 37°C. Po piukaniu
komorki delikatnie utrwalano 3,7% roztwotem paraformaldehydu przez 30 min. Ponownie
piukano PBS, suszono w strumieniu argonu i montowano w komorze QCM.

Na podstawie uzyskanych wynikéw z AFM wykonanych dla 3 linii komérkowych
(melanocyty HEMa-LP, z pierwotnego ogniska czerniaka o wzroscie powierzchniowym
WM35 oraz metastazg czerniaka do ptuc A375-P) wykazano, ze komérki prawidtowe znacznie

roznig si¢ odpornoscig na deformacje od komoérek czerniaka natomiast wartogé modutu
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elastycznosdci dla komdrek czerniaka pierwotnego WM35 1 metastatycznego A375-P nie jest

statystycznie istotna. (Rys. 12).
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Rys.12. Wykres odporno$ci na deformacje komorek czemniaka pierwotnego WM35 i metastatycznego A375-P w
stosunku do komérek prawidtowych HEMa-LP[H11]

Natomiast badanie oddziatywania migedzy liniami komdrkowymi, a réznymi stezeniami
lektyny Con A za pomocg QCM-D wykazalo statystycznie istotne roznice w powinowactwie

réznych fenotypéw komérek do badanej lektyny.

Wyprowadzenie réwnania kinetycznego dla procesu tworzenia kompleksu analit-ligand:

k

k

g _komp!eks]

M

[analit}[ligand

mozna znalezé w pracy (Mori 2010). Poniewaz wraz z tworzeniem si¢ kompleksu spada

czgstotliwo$é drgan sensora, scatkowang posta¢ rownania kinetycznego mozna zapisaé w

nastepujgcy sposob:

sevfonf 4

gdzie Afto zmiana czestotliwosci drgan, Af,..x to maksymalna zmiana czgstotliwosci drgan, a 7

to czas relaksacji.
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Wyliczenie czasu relaksacji (7 ) dla zmierzonego stezenia i narysowanie jego odwrotnej
liniowej zaleznosci od stgzenia wolnego biatka umozliwia wyznaczenie wartosci
wspdlczynnika kierunkowego prostej oraz wyrazu wolnego, czyli wielkodci odpowiadajgcych

odpowiednio stalej szybkosci asocjacji (kon) 1 statej szybkosci dysocjacji (kopp)-

v =k, [analit]+ &

Uzyskane wyniki z pomiaréw oddziatywania roznych stezeri lektyny Con A z komérkami na

sensorze polistyrenowym wykonane na QCM-D poddatem analizie z wykorzystaniem

srodowiska R.  Zastosowalem model wyktadniczy. Dopasowanie zostalo sprawdzone

metodami analizy regresji.
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Rys.13. Zaleznos¢ czasu relaksacji w funkcji stezenia lektyny Con A dla linii komérkowych oraz uzyskane
wartosci statych dysocjacji dla kompleksu Con A/glikany tych komérek. HEMa-LP: melanocyty; WM35:
pierwotny czerniak i A375-P czerniak metastatyczny [H11)

Stwierdzilem, ze komorki przerzutu A375-P majg wigksze powinowactwo do Con A
niz pozostate dwie linie (Rys.13). W celu przeanalizowania struktury tworzacego si¢
kompleksu wykreslona zostata zaleznos¢ zmiany dyssypacji energii od zmiany czestotliwosci
rezonansowej. Zmiany w nachyleniu wykresu Df sugerujg strukturalne zmiany tworzacego sig
kompleksu lektyna/glikokoniugat. Kat nachylenia dla linii A375-P jest 2-krotnie wigkszy niz
dla linii WM35 i 4-krotnie wigkszy niz dla linii HEMa-LP (Rys. 14).
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Rys.14. Wykres Df dla pomiaréw oddziatywania linii komérkowych z lektyng Con A. HEMa-LP: melanocyty;
WM35: pierwotny czerniak i A375-P czerniak metastatyczny [H11]

Analiza MALDI-MS wyizolowanych z komorek glikoprotein wykazala obecnosé
wielkoczasteczkowych glikoprotein w komdrkach A375-P, natomiast w komdrkach WM35
potwierdzila wystgpowanie mniejszych glikoprotein (Ciotczyk-Wierzbicka 2004).
Zgromadzone dane z obu niezaleznych analiz wykonanych réznymi technikami sg zgodne i
potwierdzajg wystepowanie krotkich, malo rozgalezionych glikoprotein terminalnie
zakonczonych a-D-mannozg lub a-D-glukoza na powierzchni komorek z pierwotnego ogniska
nowotworu o wzro$cie powierzchniowym (WM35) 1 dlugich, rozgatezionych struktur
cukrowych na powierzchni komoérek metastatycznych (A375-P) (Rys. 15).
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Rys.15. Zaproponowany hipotetyczny model glikoprotein powierzchniowych na komorkach WM35 i A375-
P na podstawie niezaleznych badan za pomocg metod QCM-D/AFM [H11] i MALDI-MS (Ciotczyk-
Wierzbicka 2004)

Opracowany system pomiarowy QCM-D/AFM stanowl propozycje nowej metody
diagnostycznej pozwalajgcej na szybka charakterystyke i typowanie komdrek pierwotnego i
metastatycznego czerniaka. Wprowadzenie tej metody wymaga dalszych, szeroko zakrojonych
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badan komdrek izolowanych od odpowiednio licznej grupy pacjentéw z wykrytym czerniakiem
w celu potwierdzenia rozpoznania stopnia zaawansowania nowotworu. Metodyka ta moze
takze umozliwi¢ badanie wptywu nowych substancji na hamowanie EMT w celu opracowania
procedury pozwalajgcej na charakterystyke nowych srodkow terapeutycznych dla pierwotnego

i zawansowanego czerniaka.
3. Podsumowanie

Wyniki przedstawione w osiggni¢ciu naukowym sg istotne z punktu widzenia
projektowania i konstrukcji nowych biosensoréw, wykorzystujacych biologiczne struktury
powierzchniowe do celéw diagnostycznych. W ramach pracy habilitacyjnej zoptymalizowalem
warunki dzialania komplementarnych technik AFM i QCM do badania wiasciwosci zywych
komorek dla zastosowania w innowacyjnych systemach detekcji bez uzycia znacznikéw.
Istotne dla tych metod bylo opracowanie réznych technik modyfikacji powierzchni
przetwornikdw.

Pierwszy etap pracy badawczej byt poswiecony modyfikacji cienkich warstw zlota do
celow aplikacyjnych. Opracowalem nowa metod¢ chemicznej modyfikacji powierzchni
metalicznej poprzez naparowanie cienkich warstw zlota i obrébke termiczng. Za pomoca metod
bezznacznikowych potwierdzitem mechanizm tworzenia dobrze zdefiniowanego stopu Au-Pt.
Otrzymany stop powierzchniowy wykazywat takie same wlasciwosci katalityczne jak platyna,
natomiast w przeciwiefistwie do Pt, na powierzchni stopu nie stwierdzono adsorpcji tlenku
wegla, co ma istotne znaczenie praktyczne (zapobieganie zatruciu powierzchni katalizatora).

Zrealizowalem réwniez mozliwos¢ uzyskania cienkowarstwowych pdl zlota o
kontrolowanej geometrii przez modyfikacj¢ podioza przed naparowaniem zlota i dalszym
trawieniem w parach Hg. Operacj¢ t¢ przeprowadzono na podtozach szklanych, polimerowych
oraz mice. Opracowatem stosunkowo prosty, skuteczny sposéb rozwijania powierzchni warstw
zlota, ktore mogg by¢ stosowane jako elektrody w biosensorach, elektrody zbierajace elektrony
w procesach fotowoltaicznych.

W nastgpnych etapach badar podjgtem zadanie odpowiedniej modyfikacji powierzchni
przetwornikéw dla uzyskania systeméw biokompatybilnych z zywymi komérkami ludzkimi w
warunkach in vifro. Wykazatem wplyw mechanicznych wlasciwosei modyfikowanych warstw
polimerowych oraz ich powierzchniowej struktury na przezywalnos¢ komorek kostnych
osteoblastow. Przeprowadzona modyfikacja (hydroliza) membran polimerowych wykazata

korzystny efckt na zywotnos¢ i obszar rozprzestrzeniania si¢ keratynocytéw. Takie warstwy
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polimerowe mogg by¢ stosowane jako powierzchnie przetwornikéw in vitro oraz zostaé
wykorzystane do wytwarzania opatrunkéw na trudno-gojace si¢ rany i jako materiaty skéro-
zastepcze 1 transplanty ubytkow kostnych.

W przeprowadzone] serii badai na unie$miertelnionych ludzkich keratynocytach
HaCaT wykazatem mozliwo$¢ zastosowania metod bezznacznikowych do charakterystyki
wiasciwosci mechanicznych pozwalajgcych na diagnostyke reakcji podraznienia skory in vitro
oraz do badan efektywnosci skiadnikow ochronnych kosmetykow stosowanych w celu
zapobiegania i usuwania skutkow nadmiernego promieniowania UVB dla skéry. Opracowana
przeze mnie metodyka umozliwia nowatorskie podejscie do testowania przesiewowego
toksycznosci oraz badania skutecznosci dziatania surowcow kosmetycznych jako alternatywa
do testow na zwierzetach.

Najwazniejszym osiggnieciem moich badan bylo zastosowanie komplementarnych
metody bezznacznikowych QCM-D/AFM do opracowania biosensoréw komorkowych
umozliwiajgcych wczesne wykrywanie przerzutow czerniaka przez monitorowanie
oddzialywania specyficznych powierzchniowych rozgalgzionych glikanéw z odpowiednimi
lektynami jako markerow komérek wchodzacych w fazg metastazy (markery fenotypu
mezenchymalnego). Dobor i charakterystyka ConA jako analitu dla glikanéw normalnych
melanocytéw skory oraz pierwotnego i przerzutowego czerniaka potwierdzily istotne réznice
miedzy normalnymi i rakowymi komérkami. Natomiast bardzo istotne jest wykazanie po raz
pierwszy, ze wykres pomiaru zmiany dyssypacji energii od zmiany czgstotliwosci
rezonansowej moze by¢ wykorzystany do réznicowania pierwotnego czerniaka od jego
przerzutow w wyniku czutego, selektywnego, szybkiego i stosunkowo niedrogiego systemu
detekcji.

Przedstawione modele badawcze stanowig podstawe do opracowania innowacyjnych i
wydajniejszych technik diagnostyki i prognostyki przebiegu choréb nowotworowych co

zostato wykazane na przyktadzie pierwotnego czerniaka i jego przerzutow.
4. Omodwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Poza pracami opatrzonymi symbolami [HI1-H11], jestem wspotautorem prac
dotyczacych zastosowania mikroskopii sit atomowych (AFM) do $ledzenia procesu tworzenia
amalgamatu zlota [P1] oraz oceny wplywu atmosfery gazowej na szybkos¢ tworzenia
amalgamatu [P7]. Zaprojektowalem przeptywowy reaktor gazowy wspolpracujacy z

mikroskopami STM i AFM oraz opracowalem metode badania wolnych zmian morfologii
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powierzchni ciat statych pod wptywem zachodzacych na niej reakcji chemicznych [PS].
Zajmowatem sig¢ réwniez badaniami morfologii wzrostu cienkich warstw olowiu na
powierzchni niklu [S4] z uzyciem spektroskopii elektronéw Augera oraz cienkich warstw ztota
na powierzchni krysztatu palladu [P4] z uzyciem skaningowej mikroskopii tunelowej. Wiele
uwagi poswigcitem optymalizacji metody AFM do charakterystyki szorstkosci powierzchni
metalicznych [P2-P3, P6, S1-S3] i niemetalicznych [P4]. Jestem wspdtautorem monografii
omawiajgcej otrzymywanie warstw ztota o rozwinigtej powierzchni [C1].

Ponadto zajglem si¢ zastosowaniem mikrowagi kwarcowej do badania oddziatywan
substancji biologicznych (saponiny) z modelowymi analogami lipidowych bton biologicznych.
(dwuwarstwy lipidowe zaadsorbowane na granicy faz ciato state/ciecz) [P9, P10].

W nastepnym etapie zajalem si¢ optymalizacjg metody AFM do badania wplywu
czynnik6w zewnetrznych na morfologie i wlasciwosci mechaniczne komérek naskorka in vitro.
Dotyczyto to oceny skutecznosei dzialania substancji zabezpieczajgcych keratynocyty przed
szkodliwym wplywem promieniowania UVB [P1] oraz wplywu przeciwstarzeniowych
peptydéw na wlasciwosci mechaniczne keratynocytéw [P11, P13]. Jestem réwnicz

wspotautorem dwoch patentéw dotyczgcych opracowania bazy preparatow kosmetycznych.
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