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Zainteresowania haukowe

Gtowna tematyka badawcza:

» Dbiatka oddziatywujgce z kwasami nukleinowymi

» konstrukcja fuzyjnych multifunkcjonalnych biatek

» Innowacyjne rozwigzania dla diagnostyki molekularnej:
- nowe narzedzia (tzw. ,biotools’)
- nowe metody diagnostyczne
- nowe cele molekularne
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Zanieczyszczenia wody metalami ciezkimi

ME — jedno Zz najwazniejszych zanieczyszczen wod
gruntowych.

Zrodta: urbanizacja i industrializacja, erozja mineratow
w osadach, wyptukiwanie ztoz | rud.

ME* dostajg sie do tancucha pokarmowego m.in.
poprzez organizmy morskie (np. ryby), ktore
nastepnie sg konsumowane przez drapiezniki (ptaki,
ssaki) oraz ludzi.

Zanleczyszczenla srodowiska metalami ciezkimi

Zanieczyszczenia gleby metalami ciezkimi

Zrodto: pestycydy, nawozy, rudy kopalniane, osady
sciekowe, wysypiska smieci, wykorzystywanie w
rolnictwie nieoczyszczonych wod sciekowych.

ME obecnhe w glebie zmieniajg je] wilasciwosci (pH,
kolor, strukture).

ME wchtaniane sg przez rosliny. Przekroczenie progu

tolerancji roslin na ME moze powodowac choroby, a
nawet smierc.

3

ME nie ulegaja rozkladowi mikrobiologicznemu, ani degradacji chemicznej - warto je monitorowac.
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Dopuszczalne stezenia metali ciezkich w wodzie pitnej

Lp. Metal PL EPA USA FSSAI WHO CODEX EU USFDA

1. Kadm 0,005 0,005 0,003 0,003 0,003 0,005 0,005

2. Arsen 0,01 0,006 0,05 0,01 0,01 0,01 0,01

3. Otow 0,01 0,015 0,01 0,01 0,01 0,01 0,005

1. Chrom 0,05 0,1 0,05 0,05 - 0,05 0,100

5. Cynk - - 15 3,00 - 5,00 0,100

6. Miedz 2,00 1,3 1,5 2,00 - 2,00 1,000

1. Zelazo 0,2 - 0,3 2,00 - 0,2 0,300

8. Rtec 0,001 0,002 0,001 0,006 0,001 - -

9. Nikiel 0,02 - 1,5 0,02 - 0,02 0,1

10. 0,05 - - 0,4 - 0,3 0,05

11. Antymon 0,005 0,01 0,02 0,02 0,005 0,005 0,006

12. Kobalt - - - 0,05 - - -

13. 0,010 0,050 0,040

14. Glin 0,200

15. Srebro 0,010

16. Uran 0,030

Maksymalne dopuszczalne limity roznych metali ciezkich w wodzie pitnej w mg/L wedtug réznych organow regulacyjnych. PL: Polska; EPA USA:

Politechnika Agencja Ochrony Srodowiska Standw Zjednoczonych, FASSAI: Urzad ds. Bezpieczenstwa i Standardéw Zywnosci Indii; WHO: Swiatowa Organizacja
\VO rszaws kCI Zdrowia; CODEX: Komisja Kodeksu Zywnosciowego (Codex Alimentarius) organ w ramach wspodlnego programu normalizacji zywnosci FAO/WHO w

Rzymie; UE: Unia Europejska; USFDA: Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow
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Instrumentalne metody wykrywania metali ciezkich 5

Analiza instrumentalna:

1. Chromatografia gazowa sprzezona z spektrometrig mas (GC-MS)

2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa ze spektrometrig mas
(HPLC-MS)

3. Spektrometria mas z plazma sprzezong indukcyjnie (ICP-MS)

4. Spektrometria emisji atomowe] (ICP-AES)

Politechnika
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Zalety:

Wysoka czutos¢ oznaczen

Wysoka doktadnos¢ oznaczen
Metody referencyjne

Bardzo drogi sprzet

Kosztowne analizy 5r6dio:

WySZ kOIOny peE rsonel 1 — https://www.ingenieria-analitica.com/analizador-gc-ms-ms-pesticidas.html

CzaSOCh*Onne przngtowanie pr(')bkl 2 —https://www.su.se/geo/english/resources/list-of-all-equipment/list-of-analytical-equipment/hplc-
. T . . . . ms-ms-1.380786

Niemozliwe przeprowadzenie analizy in situ

3 —https://scientificservices.eu/item/inductively-coupled-plasma-mass-spectrometer-icp-ms/1325
4 — https://www.mines-stetienne.fr/spin/ressources/characterization-facilities/icp-aes/



Sensory do wykrywania metali ciezkich

Applied Microbiology and Biotechnology (2020) 104:907—-914
https://doi.org/10.1007/500253-019-1026 1-y

MINI-REVIEW

Specific heavy metal/metalloid sensors: current
state and perspectives

Hyojin Kim' - Geupil Jang? - Youngdae Yoon'

Types Working mechanisms
Off . o .
"o Metal(loid)-chelating ligand interaction =
Chemical-based i ' "= [ changes in spectroscopic properties such as
absorption, fluorescent spectra and etc.
Electrochemical-based ’ . Metal(loid)s induced the changes in current,
On - voltages, potential and etc.
biological and Interaction between metal(loid)-regulatory
Bacterial cell-based - ph;sc;c:!lg::riaagons <  proteins in genetic system interaction =
by metal(loid)s expression of reporter genes
Matal Birling nestein: basad Metal(loid)-protein interaction 2 conformational
P ;/ changes = emission of probes

Sensing apparatus;

Split-protein system-based  _ cells, protein, chemicals, |
oy / mechanic devices and etc.

Metal(loid)-MBLs interaction = structural
changes in proteins = fluorescence

Politechnika Fig. 1 Illustration for common working mechanisms of current metal(loid) sensors
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Sensory do wykrywania metali ciezkich

Appl Microbiol Biotechnol (2020) 104:907-914

909

Table 1 List of metal/metalloid sensors classified by types of platforms

Type Target Systems/responses Detection lirmat Reference
metal(lowd s
Chemacal-based Cu~* Chemacals/fluorescence 100 nM (Fabbrzz et al.
Zn-+ Diox otetraaza-anthracene fragment 10 nM 1996)
Pb™ Rhodamine B hyraade 1.3 pM (Dujols et al.
Cd** NBD-based TRPEN — 1997
Fhodamine B denvative — (Xu et al. 2009)
Anthryl tetra acid (Kwon et al.
Fhodamine-alk yne denvative 2005)
(Cho et al. 2001)
Electrochemical-based Cd** Diverse platformielectnc parameters 02 ngl. (Riman et al.
Pb Bi,0O4-SPEs(SWASV) 0.1 pgl 2015)
Cu™" Mn(O); nanowire/mickel foam electrode (SWASV) 1.0 pg/L (Hao et al. 201 6)
Pb™* Microfluidic devices (uPEDs) 1.0 pg/L (Nie et al. 2010)
Cd™ Microfabricated chips (Reay et al. 1996)
F-b2+
Bactenal cell-based Hg™* Genetic systemdreporter gene mer R arsR 3.1 oM 12 pe/, 140 png/.  (Harkins et al.
(E. coali) As T CDABE madified zntR'egfp modified zntRimcherry 0.5 uM 2004
As™t cuelR/egip cadC/gfp 05 MM 1.0 M 10 (Ivask et al.
Cd™" nM/0.1 nM 2007)
Hg™ " (Kang et al.
Cu™ 2018a)
Pb " (Kang et al.
Sb™* 2018b)
(Liao et al. 2006)
Metal binding Pb+ Metal binding protein/DN A probe PbrR691 2 uM 50 nM (Chen et al.
protein-based Cu™ with pyrrolo-C labeled DNA probes 2005)
Agt CueR with pyrrolo-C labeled DNA probes (Chen and He
2004)
Split-protein Cd™ Modified eGFP/ fluorescence MBL modified eGFP. (Lee etal. 2019)
system-based Cd* MBL-modified eGFP (Kim et al. 2019)
Hg:"'




Rzeczpospolita NCBR‘H“’
- Polska

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju

Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju w ramach
Strategicznego Programu Badan Naukowych i Prac Rozwojowych ,,Nowoczesne
technologie materialowe” - TECHMATSTRATEG III

w»Materialy biopolimerowe o programowanej chemiczniei genetycznie selektywnosci do
metali ciezkich dla ultraczulych biosensorow nowej generacji”

AKRONIM - ASTACUS
Nr Umowy: TECHMATSTRATEG-111/0042/2019-00

Beneficjent: Politechnika Warszawska, Wydzial Chemiczny
Kierownik projektu: dr hab. inz. Marcin Olszewski

Wartos¢ projektu: 18 458 913,97 PLLN

Wartos¢ dofinansowania: 18 362 616,32 PLLN

OKkres realizacji: od 1 stycznia 2021 r. do 31 grudnia 2023 r.
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Wykrywanie metali ciezkich - ASTACUS

Opracowanie pierwszego na swiecie mobilnego systemu do wykrywania ME w wodzie

pitne] opartego na kilku warstwach bioreceptorowych:

 aptamery DNA
Detektor Opt | ECh

« modyfikowane A4

Rejestrator

* aptamery peptydowe

* biatka konkatameryczne

System oparty o detekcje:
* optyczng
» elektrochemiczng

.. .
(o) (o)
Z/ N=O=N \;
N—{ N
/ 0 (o) \
thymine -Hg'- thymine
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Wykrywanie metali ciezkich — ASTACUS 10

Konsorcjanci

Politechnika Warszawska:
«  Wydziat Chemiczny, Katedra Biotechnologii Srodkéw Leczniczych i Kosmetykow,

\Vydziat
(Chemiczny

POLITECHNIKA WARSZAWSKA

« Wydziat Chemiczny, Katedra Biotechnologii Medycznej,
« Wydziat Elektroniki i Technik Informacyjnych, Instytut Mikroelektroniki i Optoelektroniki Zaktad Technoloqii
Mikrosystemow i Materiatow Elektronicznych

Siec Badawcza tukasiewicz, Instytut Mikroelektroniki | Fotoniki,

o
» Zakfad Szkiet I M-I O Instytut Mikroelektroniki i Optoelektroniki
Politechniki Warszawskiej
* Pracownia Phage Display, WYDZIAL ELEKTRONIKI IB MM )
| TECHNIK INFORMACYJNYCH a.

* Pracownia Syntezy Peptydow,
INSTYTUT BIOTECHMOLOGH |
* Pracownia Syntezy Biatek Konkatamerycznych MEDYCYNY MOLEKULARNES @
I
ProScience — partner biznesowy
, , Z t ukasiewicz "\ .
Iolitechnika Instytut Mikroelektronik \QCQ-SC/erce.es,
\vq rSZaws kq i FEItEIﬂiHi /ife-science ‘s sol/utions



Wykrywanie metali ciezkich - ASTACUS 11

Zalety systemu

Wykrywanie co najmniej 8 ME jednoczesnie.
Wysoka czutosc, selektywnosc i liniowosc.

Mate rozmiary.

Mobilnosc.

Mozliwosc¢ pomiarow w terenie.

Potrzeba niewielkiej probki wody, ok. 100 ul.

Niska cena czujnika (do 10%) i detektora (do 5009%).
Krotki czas pomiaru - do kilku minut.

© 00 N O O~ WwhRE

Zastosowanie 2 uktadow detekcyjnych. http://water-purifiers.com/heavy-metal-contamination-in-drinking-water/

10. Rejestrator = smartfon, tablet, laptop.

Politechnika
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http://water-purifiers.com/heavy-metal-contamination-in-drinking-water/

Wykrywanie metali ciezkich - ASTACUS 12

Swiattowody z przerwa wzbroniona
i " I oS :

tukasiewicz
Instytut Mikroelektroniki
| Fotoniki

Dcore =63.2 MM

d1=25.2 um

Politechnika
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Wykrywanie metali ciezkich — ASTACUS 13

Wytwarzanie swiattowodow

I
Z tukasiewicz
Instytut Mikroelektroniki

| Fotoniki

A 0%

8 |

. Projektowanie Il. Synteza szkiet

.

|
BE ggé EJ
it

<\\ IV. Charakteryzacja

\\\J ‘
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Biatko GFP jako znacznik 14

Biatko GFP:
* Wyizolowane w latach 60. z meduzy Aequorea victoria.

* Nagroda Nobla w dziedzinie chemii w 2008 r. dla Osamu Shimomura,
Martin Chalfie | Roger Y. Tsien za odkrycie i rozwgj zielonych biatek
fluorescencyjnych

Wykorzystanie biatka GFP:

* znakowanie struktur komorkowych,
» |okalizowanie biatek w komorce,

» obserwacja przemian komoérkowych,
» analiza ekspresji genow,

» konstrukcja biosensorow.

Politechnika https://fineartamerica.com
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https://fineartamerica.com/

Blosensory oparte na komorkach bakteryjnych 15
(ang. whole-cell bioreporters, WCB)

* Wykorzystujg mechanizmy odpowiedzi na stres w organizmach zywych.
« Sktadajg sie z domen detekcyjnych i domen receptorowych.
« Metaloregulatory jako domeny detekcyjne np. MeR, GolS, CueR, ZntR | PbrR.

Zalety:
» Prostota / CLASSIC BIOSENSOR N\
» Tansza budowa, utrzymanie, eksploatacja TeT—— e T—
» llosciowe okreslenie zanieczyszczen o ® | : -
° .‘ E> Bioreceptor ?> ::gml E> Processor
® : -

Wady: e T. : : Y.
>\Wzgledny pomiar biodostepnosci : :

. . ) ﬁollulant ! ! \
»Brak mechanizmu Specyflcznego Nna jeden molecules ™ Biological element=prokaryotic/ eukaryotic cell '

czynnik stresowy

»Koniecznos¢ modulowania selektywnosci |

Processor
czutosci na jony metali/metaloidow przez
solitechnik Inzynierie genetyczng
I\vt)q :'tsechwnsl kg >CzaS analizy! : \ WHOLE-CELL BIOSENSCR /




Wykrywanie metali ciezkich - ASTACUS

Bakterie E. coli ze zmodyfikowanym biatkiem GFP zawierajgcym domene rozpoznania dla kadmu:
A — obraz uzyskany w kontrascie Nomarskiego | w epi-fluorescencii
B — obraz uzyskany w epi-fluorescencii

A B
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Produkcja oraz oczyszczenie biatka GFP
| Jlego wariantow wigzacych ME

ey
oIdIH @

OLr5r o4y,
d

Wi

Opracowanie szybkie] | bardzo tanie] metody — zgtoszenie patentowe
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Zespot Biotechnologii Molekularne] 18
Badania modyfikowanych biatek GFP

Dr hab. inz. Marcin Olszewski, prof. uczelni

Dr Katarzyna Szymanska

Mgr inz. Klaudia Marlicka

Mgr inz. Katarzyna Serafin
Inz. Julia Cieslicka
Inz. Natalia Gehrke

Karolina Sobiecka
Katarzyna Biernat
Dominika Baran
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Dziekuje za uwage
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