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4.3.  omoéwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiagnietych  wynikow
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Zycie rozpoczelo si¢ od czgsteczek. Podstawe zycia stanowig czasteczki kwasow
nukleinowych, biatek oraz lipidéw. Kazda z tych czasteczek cechuje niejednorodnosé¢ w skali
nanometrycznej, ktora determinuje ich funkcjonalno$é oraz wplywa na zdolnoéé reagowania
z innymi czgsteczkami. W zwigzku z tg heterogenicznoscia struktura bioczasteczek powinna
by¢ badana w skali nanometrycznej. Prezentowane badania koncentrujg si¢ na zastosowaniu
metod nano-spektroskopowych, wykorzystujacych plazmonike w badaniach struktury
chemicznej czasteczek zycia. Te badania pozwolily na monitorowanie istotnych procesow
biologicznych, takich jak: agregacja neurodegeneracyjnych bialek [HI1, H2], przeplyw
clektronow poprzez metaloproteiny [H3], zmiana konformacji DNA [H4, H5], tworzenie
domen w blonach lipidowych pod wplywem lekoéw immunosupresyjnych [H6], synteza lipidow
w komorkach glejaka w wyniku ekspozycji na promieniowanie jonizujace [H7]. Wyniki badan
przedstawionych jako osiagnigcie naukowe w ninigjszym autoreferacie sa bardzo wazne
dla rozwoju wielu dziedzin nauki, takich jak: biologia molekularna, nano-spektroskopia,
biochemia i biofizyka. Rezultaty przedstawione tutaj zostaty opublikowane w czasopismach
interdyscyplinarnych, fizycznych, biofizycznych, chemicznych i biochemicznych. Prace
przedstawione jako moje osiggnig¢cie naukowe zostaly czesciowo podsumowane w rozdziale
encyklopedii chemii analitycznej [H#8] poswigconym zastosowaniu nano-spektroskopii
Ramana w badaniach probek biologicznych.

Metodologia

Polaczenie mikroskopii sit atomowych (ang. Atomic Force Microscopy AFM)
i spektroskopii czasteczkowej laczy nanometryczng przestrzenng zdolno$é¢ rozdzielcza
mikroskopii skaningowej oraz selektywnos¢ chemiczng spektroskopii Ramana lub
spektroskopii w zakresie podczerwieni, dostarczajac informacji o strukturze chemicznej
badanych probek w nanoskali. Nano-spektroskopia molekularna obejmuje trzy niezalezne
techniki: spektroskopi¢ Ramana wzmocniong na ostrzu sondy skanujgcej (ang. tip-enhanced
Raman spectroscopy TERS), zintegrowang mikroskopi¢ sil atomowych ze spektroskopig
w zakresie podczerwieni (AFM-IR), nano-spektroskopi¢ w podczerwieni z transformata
Fouriera (ang nano-Fourier Transform Infrared nano-FTIR). Wszystkie trzy metody sa
nieinwazyjne inie wymagaja wybarwiania badanych probek. Ponizej opisano nowe
zastosowania TERS 1 AFM-IR w badaniach probek biologicznych. Uzyskane dane
analizowano za pomocg wielowymiarowej analizy statystycznej, ktora nie jest jeszcze
powszechnie stosowana do danych nano-spektroskopowych, co stanowi o kolejnym
innowacyjnym aspekcie przedstawionego osiggnigcia naukowego.
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Rysunek 1. Schemat TERS (konfiguracja prosta): czynny na rozproszenie Ramana. TERS
zielone swiatlo lasera skupione na ostrzu prébnika wykorzystuje wzmocnienie bliskiego
AFM, pokrytego metalem, powoduje kolektywny ruch pola poprzez indukcje plazmonéw
elektronow — rezonans plazmonow, ktory indukuje powierzchniowych generowanych
dodatkowe pole elektromagnetyczne w bardzo matym podczas naswietlania laserem
obszarze,  zwigkszajgc  przekroj  czynny  na metalizowanego  lub  metalicznego
rozpraszanie  Ramana i poprawiajqc  zdolnosé girzq sondy mikroskopii skanujacej
rozdzielczq. (ang. Scannig Probe Microscopy SPM)
[Fig. 1, I, H1, H3-HS]. Innymi stowy, probnik TERS dziala jak nano-antena, zamieniajac pole
elektryczne padajacego Swiatla lasera na zlokalizowang energi¢ [2] (poprawiajac rozdzielczosé
przestrzenng do kilku nanometréw w prézni i niskiej temperaturze [3, 4]) i przeksztalcajac
bliskie pole od probki do pola dalekiego, ktére z kolei moze by¢ ogniskowane za pomocg
klasycznego obiektywu mikroskopowego (zwigkszajac czulo$¢ metody i umozliwiajac
rejestracje promieniowania rozproszonego przez pojedyncze czasteczki [4]). W ciagu ostatnich
kilkunastu lat TERS stosowano gléwnie do badan probek o wysokim naturalnym przekroju
czynnym na rozpraszania Ramana, takich jak nanorurki weglowe [3, 5] i barwniki chemiczne
[4]. Glownym ograniczeniem metody TERS jest zwigzany z ekstremalnie wysoka czulo$cia
metody, wyjatkowo duzy przekrdj czynny na rozpraszania Ramana w zanieczyszczeniach
weglowych [6]. Nawet sladowe ilosci wegla sg obserwowane jako gwaltownie zmieniajace si¢
waskie piki, ktore usredniajg si¢ do dwoch szerokich pasm nazywanych D (1360 cm™) oraz G
(1580 em™), charakterystycznych dla substancji zawierajacych wegiel amorficzny [6]. Silne
pole elektromagnetyczne w poblizu ostrza SPM moze okaza¢ si¢ destrukcyjne dla delikatnych
probek 1 prowadzi¢ do ich fotochemicznego / termicznego rozkladu, a w konsekwencji
pojawienia si¢ pasm od zanieczyszczen weglowych w widmach TER. Ponadto, przekroj czynny
na rozpraszanie Ramana / TER dla probek biologicznych jest stosunkowo niewielki, a zatem
sygnal od tych probek moze by¢ tatwo zakldcony przez rozpraszanie w zanieczyszczeniach
weglowych. Rozktad termiczny i modyfikacje struktury chemicznej probek pod wplywem



silnego pola elektromagnetycznego sa tatwo rozpoznawalne jako zmiana ksztatltu widma TER.
Dlatego, w oparciu o sygnat spektralny TER mozna odpowiednio dobra¢ moc lasera, tak aby
nie uszkodzi¢ badanej probki. Z powodu wyzej wymienionych ograniczen metody TERS
dotychczasowe pomiary probek biologicznych, w tym lipidow [7], kwasow nukleinowych [H4,
HS5, 8] i biatek [HI1, H3, 9-21] sa nieliczne. Znaczacy wkiad do tych badan wnoszg prace,
ktorych jestem glownym autorem lub wspétautorem. Wyniki otrzymane za pomocg metody
TERS opisano w artykulach: H1, H3-H5.

Nano-spektroskopia w zakresie podczerwieni

Detekcja absorpcji Swiatta podczerwonego w skali nanometrycznej moze zostac
osiggnigta poprzez zastosowanie dwoch roéznych technik wykorzystujacych odpowiednio: i)
rozproszenie Swiatla na ostrzu sondy skanujacej [22-24] (nano-spektroskopia w zakresie
podczerwieni z transformatg Fouriera, nano-FTIR) lub ii) czuto$¢ dzwigni probnika AFM na
rozszerzalnos¢ cieplng probki spowodowang absorpeja $wiatla podezerwonego [H2, H6-H7,
25-28] ( metoda AFM-IR). W pierwszym podejsciu sonda AFM jest zwykle metalizowana
podobnie jak probniki uzywane w technice TERS. Probniki nano-FTIR réwniez dzialtaja jak
nano-anteny, przeksztalcajgc swobodnie propagujace pole elektromagnetyczne lasera w energie
zlokalizowang w poblizu ostrza probnika i odwrotnie, aby miejscowo probkowaé drgania
czgsteczek [H2 H6-H7, 25-28]. W badaniach prezentowanych tutaj jako osiagniecie naukowe
stosowano drugie podejscie, ktore polegalo na detekceji rozszerzalno$ci cieplnej indukowanej
w probkach pod wplywem absorpcji $wiatta podczerwonego. Zasada metody jest
schematycznie przedstawiona na rysunku 2. Kazdy przyrzad AFM-IR jest wyposazony w
przestrajalny laser promieniowania podczerwonego, ktory dostarcza impulsy $wiatla
o okreslonej energii (dtugosci fali). Zaabsorbowane $wiato podczerwone o okreslonej dhugosci
fali powoduje szybka ekspansj¢ termiczng probki, pod wpltywem ktorego dzwignia probnika
AFM wygina sig¢. Ugigcie jest rejestrowane przez fotodiodg jako odchylenie wigzki lasera AFM
odbijajgcego si¢ od gornej powierzchni dzwigni (rysunek 2). Amplituda czestodci
rezonansowych dzwigni probnika AFM, bgdacego w kontakcie z probka, jest skorelowana
z absorpcjg Swiatla podczerwonego. Przeksztalcenie Fouriera pozwala na wyznaczenie
intensywnosci zaabsorbowanego §wiatta. Widma AFM-IR generowane sg jako intensywnos¢
amplitudy oscylacji dzwigni probnika AFM w funkcji dlugosci fali po normalizacji
uwzgledniajacej zmiany mocy lasera.
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Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie techniki AFM-IR.



Zdolno$¢  rozdzielecza AFM-IR jest $ciSle zwigzana z termomechanicznymi
wlasciwosciami badanej probki oraz powierzchnia obszaru kontaktu pomigdzy ostrzem AFM i
probka. Dodatkowo, zdolnos¢ rozdzielcza map AFM-IR jest zwigzana z szybkoscia
skanowania i gestoscig probkowania [H2, H6-H7, 25-28]. Rozdzielczoi¢ w kierunku
prostopadtym do powierzchni, na ktérej naniesiona jest probka zalezy od gl¢bokosci penetracji
badanej probki przez promieniowanie podczerwone. Dla probek biologicznych ta glgbokosé
Jest rzedu diugosci fali i wynosi 3-10 um dla zakresu spektralnego sredniej podczerwieni [H2,
H6-H7, 25-28]. W przypadku cienszych obiektow promieniowanie przenika przez catkowitg
grubos¢ probki, co schematycznie przedstawione jest na rysunku 2. AFM-IR zastosowano jako
glowng technike¢ eksperymentalng w pracach: H2, H6-H7.

Wielowymiarowa analiza statystyczna

Uzyskane widma i mapy byly opracowywane za pomoca wielowymiarowej analizy
statystycznej, obejmujgcej glownie nienadzorowang hierarchiczng  analiz¢  skupien
(ang. Unsupervised Hierarchical Cluster Analysis UHCA) i analizg¢ skladowych gléwnych
(ang. Principal Component Analysis PCA). PCA i UHCA stosowano w celu zredukowania
ilosci zmiennych, ekstrakcji nano-spektroskopowych pasm charakterystycznych dla badanych
probek i okreslenia zakreséw spektralnych, w ktérych zmienno$¢ widm jest najwicksza.

PCA opiera sig¢ na liniowej transformacji danych do nowej przestrzeni opisanej przez
nowe ortogonalne zmienne, tak zwane skladowe gléwne (ang. Principal Components PCs).
Najwazniejsze wyniki PCA to wykresy rozrzutu, ktore reprezentujg dane w wielowymiarowej
przestrzeni sktadowych glownych oraz wykresy wartosci czynnikowych, ktore przedstawiajg
pasma odpowiadajace za separacj¢ widm na wykresach rozrzutu.

UHCA to nienadzorowany algorytm klastrowania, ktéry ma na celu klasyfikacje widm
na podstawie zmiennosci spektralnej. UHCA zastosowana do map zabranych za pomoca
technik nano-spektroskopowych pozwala na analize i obrazowanie zmiennosci skladu
chemicznego w skali nanometrycznej. [29].

Nano-spektroskopia w badaniach struktury chemicznej peptydow i bialek

Nano-spektroskopia czasteczkowa dostarcza informacji o topografii i strukturze
chemicznej badanych probek w skali nanometrycznej, dlatego jest bardzo skutecznym
narz¢dziem w analizie struktury drugorzgdowej pojedynczych czasteczek biatek i peptydow.

Nano-spektroskopowa weryfikacja szlakow agregacji neurotoksveznyeh bialek

Obecnie srednia dlugos¢ zycia wydluza sig, co wiazg si¢ ze wzrostem liczby
zachorowan na wyniszczajace i $miertelne choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba
Parkinsona, Huntingtona i Alzheimera [30-35]. Pomimo intensywnych badan wcigz sg to
choroby nieuleczalne. Procesy neurodegeneracyjne, ktore leza u podstaw tych chordb sa
wywolane przez cytotoksyczne biatka zwane amyloidami [30-33]. Szlaki agregacji amyloidow
nie sa dobrze poznane, co stanowi barier¢ dla opracowania skutecznych metod leczenia chorob
neurodegeneracyjnych, polegajacych na zatrzymaniu patologicznej agregacji [36, 37].
Doktadna znajomos¢ mechanizmow transformacji bialek ma kluczowe znaczenie dla
zrozumienia, w jaki sposob natywne, rozpuszczalne w wodzie peptydy sa zdolne do tworzenia
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bardzo stabilnych, cytotoksycznych widkienek amyloidowych (fibryli), ktére moga tworzyé
plytki amyloidowe w mézgach 0séb cierpigeych na choroby neurodegeneracyjne [36, 37].

Podczas patologicznej agregacji peptydéw dochodzi do transformacji w strukturze
drugorzedowej. Struktura drugorzgdowa monomeréw to giéwnie a-helisa, B-zakret oraz
fragmenty nieustrukturyzowane. Podczas agregacji te struktury porzadkuja si¢ i przyjmuja
posta¢ B-harmonijki. Agregacja jest procesem dtugotrwatym, ktory nie zachodzi jednoczesnie
we wszystkich czgsteczkach. W zwiazku z tym probki agregujacych biatek sq bardzo
niejednorodne i zawierajg rozne formy biatkowe na wielu etapach agregacji: kuliste oligomery,
protofibryle, gladkie dojrzale fibryle, a takze male agregaty, takie jak dimery, tetramery itp..
Konwencjonalne techniki analityczne wymagaja znacznych ilogci probek aby uzyskaé
zadowalajgcy stosunek sygnatu do szumu, dlatego zawsze dostarczaja informacji o usrednionej
strukturze agregatow. Zastosowanie konwencjonalnych technik analitycznych nie pozwala na
analiz¢ struktury drugorzgdowej na kazdym etapie agregacji i korelowanie przemian

strukturalnych ze szlakiem agregacji biatka.

Jednym z moich
najwazniejszych osiagniec
naukowych bylo
zaprojektowanie pierwszych

na swiecie eksperymentow, ktore
umozliwity bezposrednia
obserwacje  szlaku  agregacji
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Rysunek 3. Mapowanie AFM-TERS Ap (1.2 utrwalonego a schematem agregacji. Na rys. 3

na zlocie po 36 h. agregacji: topografia AFM z nalozong przedstawiona  jest topografia

sig mapg TER, demonstrujgcq rozkiad f-kartki (niebieski) A pnp przykladowej  probki

oraz zakretu/struktury nieuporzgdkowanej (zielony) z s

o F e : A g - amyloidu 3
odpowiadajgcymi im usrednionymi widmami TERS z obu

obszarow [H]I].

naniesionego na
powierzchni¢ ziota po 36 h
agregacji. W centralnej czesci
powigkszonego obszaru widoczna jest mapa TERS naniesiona na topografi¢ AFM. W obszarze
fibryli zarejestrowano dwa rodzaje widm, ktore sa przedstawione ponizej. Dystrybucje obu
rodzajow widm na mierzonym fragmencie probki zaznaczono odpowiednio niebieskim
i zielonym kolorem. Widma te zostaly wyekstrahowane za pomocg UHCA i PCA jako
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markerowe widma charakterystyczne dla amyloidu-f o okreslonej strukturze drugorzedowej:
B-harmonijki (kolor niebieski) i p-zakretu/struktury nieuporzadkowanej (kolor zielony).
Glowna roznica pomigdzy dwoma typami widm zebranymi w obszarze fibryli jest zwigzana z
polozeniem spektralnym pasma pochodzacego od amidu 111, ktore Jest przesunigte od 1260 cm’
' (zielone widmo) do 1250 em! (niebieskie widmo) [H1, 13, 38, 39]. Dodatkowo, w nicbieskim
spektrum zarejestrowano nieco wigksze natgzenie pasma pochodzacego od zginania Ca-H / N-
H przy 1364 cm™, typowe dla struktury B-kartki [38, 39]. Chemiczne mapowanie w nanoskali
pojedynczych form amyloidu-B na roznych etapach agregacji pozwolilo na bezposrednig
weryfikacj¢ wezesniej proponowanego schematu tworzenia si¢ fibryli. Nasze badania
potwierdzity, ze agregacja amyloidu-B rozpoczyna sig od agregacji monomerow
do metastabilnych oligomerow, ktore nastepnie porzadkuja strukture  drugorzedows,
przyjmujac posta¢ -kartki juz na etapie oligomeréw lub protofibryli [H1]. Ze wzgledu na duze
znaczenie otrzymanych rezultatow dla badan poswieconych chorobie Alzheimera, a takze
dla rozwoju nano-spektroskopii molekularnej, przygotowany artykul zostal zaakceptowany
do publikacji w Angewandte Chemie [H1] a nastgpnie wyrézniony i opisany jako "Swiss
Science Concentrates" w Chimia.

Nano-spektroskopia w  zakresie podczerwieni jest rowniez bardzo skutecznym
narz¢dziem w badaniach agregacji neurotoksycznych bialek. Wykorzystujac te technike
przeprowadzono charakterystyke oligomerow oraz fibryli powstalych na drodze agregacji
domeny biatkowej ,Josephin™ - fragmentu ataksyny 3. Uzyskane widma analizowano
za pomocg wiclowymiarowej analizy danych - PCA. Wyniki spektroskopowe skorelowano
z wynikami niezaleznych pomiaréw sztywnosci pojedynczych agregatow peptydowych.

Badania te stanowig pierwsza analiz¢ struktury chemicznej domeny biatkowej
»Josephin™ w nanoskali. Zastosowanie nano-spektroskopii pozwolilo na monitorowanie
konformacji natywnych, sferoidalnych oligomerdéw, tzw. nieprawidlowo zwinietych
oligomerow (ktorych struktura drugorzedowa ulegla zmianie podczas agregacji) oraz fibryli.
Przeprowadzono wnikliwg analize struktury drugorz¢dowej kilku rodzajow agregatow domeny
»Josphin™.

Monitorowano transformacj¢ struktury a-helisy do B-harmonijki w pojedynczych
agregatach peptydowych. Otrzymane wyniki potwierdzily, ze przed inkubacjg struktura
drugorzgdowa domeny ,Josephin” jest natywna. Analiza statystyczna pozwolila
na rozroznienie trzech odrgbnych grup widm AFM-IR, odpowiadajacych trzem grupom
agregatow: natywne oligomery, niewlasciwie zwinigte oligomery oraz fibryle (rysunek 4a).
Roznice spektralne odpowiedzialne za grupowanie widoczne na wykresie rozrzutu (rysunek
4b) obejmujg: i) pasmo amidu I w zakresie spektralnym od 1710 do 1680 ¢cm', ii) drgania grupy
funkcyjnej COO przy 1430 em™ oraz iii) pasmo amidu III przy 1285 em™. Zastosowanie PCA
potwierdzilo, iz w procesie fibrylacji zmniejsza sig¢ ilos¢ struktury a-helikalnej (1665 cm™),
zwigksza sig ilo$¢ antyrownolegle utozonych arkuszy B (1695 cm™) (rysunek 4b). Analiza AFM
pozwolita na dokladny opis morfologii agregatow biatkowych. Pomiary modulu Younga
wykazaly, ze sztywnos$¢ peptydu wzrasta w procesie fibrylacji. Na podstawie zebranych widm
AFM-IR 1 pomiarow sztywnosci stwierdzono, iz niektore oligomery maja wlasciwosci
strukturalne podobne do natywnych monomerow, a pozostale sa bardziej podobne do fibryli.



Fibryle cechuje zwigkszona sztywno$é i relatywnie duza, w poréwnaniu do oligomerdw,
zawartos¢ antyréwnolegle ulozonych arkuszy P w strukturze drugorzedowej. Wedlug
dotychczasowych doniesien naukowych agregacja domeny Josephin™ rozpoczyna sie
od nieprawidlowego zwijania monomerow (zmiany struktury czasteczek), ktore lacza sie
ze soba na kolejnym etapie agregacji [40]. Nasze badania struktury drugorz¢dowej i sztywnosci
pojedynczych agregatow zasugerowaly, ze nieprawidlowe zwijanie biatka moze nastgpowac
dopiero po utworzeniu oligomeréow.

Podsumowujac, na podstawie pierwszych nano-spektroskopowych badan domeny
biatkowej ,Josephin™ - fragmentu ataksyny 3 zasugerowano alternatywny mechanizm
agregacji, ktory rozpoczyna sig od laczenia si¢ monomeréw w oligomery o natywnej strukturze,
ktore nastgpnie przeksztalcajg si¢ w nieprawidlowo sfaldowane oligomery, a te z kolei tworzg
fibryle. Wyniki przedstawione powyzej zostaty opublikowane w Nature Communications [H2].
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Rysunek 4. Wyniki analizy PCA w zakresie spektralnym 1800-1270 cm™ (z wylgczeniem
1620-1480 cm™) (a) wykres skladowych glownych (b) wykres wartosci czynnikowych;
Strzatkami zaznaczono zmiany spektralne wskazujgce na réznice w strukturze drugorzedowej
peptydow, z ktorych zebrane byly widma AFM-IR; [H2].

Przeplyw elektronow przez metaloproteiny

Metaloproteiny, ktorych przyktadem jest azuryna majg szczegdlne wlasnosci optyczne
i wibroniczne zwigzane z przeptywem elektronow (ET ang. Electron Transfer) przez centralng
czgs¢ czgsteczki, w ktorej znajduje si¢ atom miedzi poddawany utlenianiu i redukcji podczas
transportu elektronow. Metaloproteiny sa bio-kompatybilne i mogg by¢ stosowane
w urzadzeniach bioelektronicznych i bio-optoelektronicznych.

Aby zrozumie¢ w jaki sposob przeptyw elektronow lokalnie wplywa na strukture
chemiczng oraz determinuje wlasnosci optyczne i wibroniczne monowarstwy azuryny
znajdujgcej si¢ na powierzchni przewodzacej, zastosowalismy STM-TERS. Otrzymane widma
TER, charakteryzujg si¢ trzema glownymi pasmami pochodzacymi od rozciggania wigzania
pomigdzy atomem miedzi a siarka w cysteinie, a takze od drgan wibracyjnych lancucha
cysteiny (~ 369 cm™, ~ 408 cm™!, ~ 424 cm™). Stwierdzono, Ze na odpowiedz wibracyjna biatka



wplywa napigcie przylozone do przewodzacej podktadki. Widma zebrane przy réznych
wartosciach napigcia przylozonego do podktadki (Viias) przedstawione s3 na rysunku 5.
Zaobserwowano, ze wyzej wymienione pasma w widmach STM-TERS zebranych dla Viiss =
0,2V, 1,0 Vi 2,0 V znajduja si¢ na bardzo podobnych pozycjach spektralnych, co swiadczy
o takiej samej naturze przeplywu elektronow wywotanym przylozeniem tych napigé.
Nieznaczne przesunigcia pasm $wiadczg o akumulacji tadunku na powierzchni czgsteczek
azuryny. Znaczne przesunigcia pasm zwigzanych z centrum aktywnym zaobserwowano
w widmach zebranych przy napieciu 0.4 V. Ta rdznica potencjatléw nadaje elektronom
plynacym z podioza do ostrza energi¢ odpowiadajaca jednemu z poziomdéw wzbudzonych
czasteczki azuryny potwierdzajgc bezposredni udzial centrum aktywnego w przeplywie
elektronow oraz aktywacj¢ nowych szlakow przeptywu elektronow.

W oparciu 0 widma STM-TERS wykazano bezposredni udzial centrum aktywnego
zawierajgcego atom Cu w procesie transportu elektrondw.
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Rysunek 5. Usrednione i znormalizowane widma TER zebrane z monowarstwy azuryny
naniesionej na tlotq powierzchnie, prgd tunelowy I = 0,1 nA, napigcie przylozone do
podkiadki: 0,2 V (niebieski), 0,4 V (czerwony), 1,0 V (zielony) i 2,0 V (fioletowy) wraz ze
schematem poziomow energii ukladu probnik azuryna-podkladka z przylozonym napieciem
(Viias = 0,2V, 04V, 1,0 Vi 2,0 V). Er - energia Fermiego, niezajete i zajete poziomy
energetyczne (ML, LUMO i HOMO) oznaczono odpowiednio bialym i szarym kolorem; [H3].

Nano-spektroskopia w badaniach struktury chemicznej kwasow nukleinowych

Kwas deoksyrybonukleinowy DNA jest intensywnie badany przez wiele grup
naukowych. W dotychczasowych badaniach uzyto roznych technik eksperymentalnych
i podejs¢ teoretycznych. Ze wzgledu na precyzyjnie okre$lone rozmiary, ksztalt i strukture
chemiczng DNA moze by¢ uzywany jako standardowa prdobka biologiczna w nano-
spektroskopii. Wczesniej jednak nalezy doktadnie zbada¢ wplyw utrwalania na strukture
chemiczng i1 konformacje DNA w nanoskali.

10



DNA jako standardowa probka dla nano-spektroskopii

Do tej pory nanorurki weglowe byty stosowane jako standardowa probka w technikach
nano-spektroskowych [5, 41], jednak struktura chemiczna nanorurek weglowych i ich widma
Ramana sg relatywnie nieskomplikowane i dalekie od rzeczywistych analitow, a szczegdlnie
probek biologicznych. W prezentowanych badaniach poszukiwano standardu podobnego
do nanorurek weglowych, ale chemicznie bogatszego. Jednowymiarowe czasteczki DNA
0 precyzyjnie zdefiniowanych rozmiarach, ksztalcie i skladzie chemicznym wydawaly si¢
spefnia¢ wszystkie kryteria jakie powinna posiada¢ substancja uzywana jako standardowa
probka do pomiarow nano-spektroskopowych. Dotychczasowe zastosowania TERS
w badaniach DNA pozwolity na zmierzenie przestrzennej rozdzielczosci TERS, zdefiniowanie
pasm markerowych charakterystycznych dla DNA oraz innych waznych aspektéw, takich jak
reguly wyboru we wzmocnionym polu elektromagnetycznym pomiedzy probnikiem,
a probka/podkiadka. Nasze badania obejmujace zastosowanie metody TERS do lokalne]
analizy DNA dostarczyty nowych informacji o zmianach struktury chemicznej i zmianach
konformacji w obrgbie pojedynczych czgsteczek DNA (krotkich fragmentéw) po utrwaleniu na
podtozu i wysuszeniu.

Wysoka czutos¢ metody TERS zostala wykorzystana do wykrycia lokalnych zmian
struktury chemicznej czasteczek DNA zawierajacych 500 par zasad (500 bp ang. base pairs)
utrwalanych na krysztalach miki poprzez zastosowanie: i) jonow magnezu jako dodatnio
natadowanych tacznikéw pomig¢dzy ujemnie natadowanymi resztami fosforanowymi szkieletu
DNA, a ujemnie natadowang swiezo roztupywana powierzchnig miki oraz ii) silanizowanie
powierzchni miki APTES-em ((3-aminopropylo)-trietoksysilanem). Te dwie metody
utrwalania DNA na mice sa powszechnie stosowane nie tylko w nano-spektroskopii ale glownie
w mikroskopii sit atomowych, dlatego wpltyw tych metod utrwalania na czasteczki DNA
powinien by¢ dobrze poznany.

Na rysunku 6 przedstawione jest bezposrednie poréwnanie widm TER zebranych
zDNA utrwalonego na mice za pomocg jonéw Mg®> * i APTES-u. Analiza sktadowych
glownych pozwolita na wyodrgbnienie subtelnych réznic w widmach TER i rozdzielenie
zabranych widm na 2 grupy w zaleznos$ci od sposobu utrwalania oraz wyznaczenie pasm, ktore
determinowaty podziat widm.

W widmach DNA utrwalonego za pomoca jonow Mg®* obserwowano pasma
ramanowskie charakterystyczne tylko dla kwasow nukleinowych: (i) drgania deoksyrybozy
i rozcigganie grupy -O-P-O- w zakresie spektralnym 830-790 cm™' [8, 42, 43], (ii) wrazliwe
na zmiany konformacji DNA symetryczne i1 asymetryczne drgania rozciggajgce grup
fosforanowych w zakresach spektralnych odpowiednio 1104-1074 cm™ i 1256-1218 ecm™ [8,
42, 43], (iii) rozcigganie wigzan (C-N) w pier$cieniach pirymidynowych (~1590 ¢m™), iv)
drgania deformacyjne grup (CH>) (~1486 cm™) [42], (v) rozcigganie (C - N) obserwowane
w zakresie spektralnym 1326-1310 cm™' [42, 43] i (vi) drgania par zasad w stosie (1715 cm™)
[42, 43]. Pasma zwigzane z APTES-em, takie jak rozcigganie (-Si-CH»:-) wystepujace
na pozycji spektralnej 1430 cm™' [44, 45] oraz zginanie wigzania (C-OH) przy 1330 cm™' [44]
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zaobserwowano w widmach DNA utrwalonego na powierzchni silanizowanej miki. Pasma
przypisano w oparciu o pozycje spektralne pasm wystepujagcych w konfokalnych widmach
ramanowskich zebranych z: (i) plazmidu DNA puC-18, (ii) APTES-u, (iii) mieszanin DNA
z kilkoma roéznymi stezeniami APTES-u rozpuszczonego w wodzie. W widmach TER
zebranych z DNA utrwalonego na powierzchni za pomocg APTES-u pasma pochodzgce
od symetrycznego i asymetrycznego rozciggania pomiedzy tlenami, a fosforem w grupach
fosforanowych maja wigkszg szeroko$¢ potéwkowa lub sa podwojne. Ta obserwacja sugeruje,
ze rozne grupy fosforanowe ze szkieletu DNA znajduja si¢ w nieco innych $rodowiskach
chemicznych, co potwierdza ze APTES lokalnie wptywa na uporzadkowana struktur¢ DNA,
a doktadnie jego konformacje.
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Rysunek 6. Bezposrednie poréwnanie widm TER zebranych 7 DNA utrwalonego
na powierzchni miki za pomocq jonow Mg** i APTES-u. Topografie AFM probek DNA
utrwalonych za pomocg a) jonow Mg’ " i b) APTES-u z zaznaczonymi miejscami, w ktérych
zebrano widma. ¢) 1-3 widma zebrane z podkiadki, 4-6 widma zebrane z DNA utrwalonego
za pomocg Mg?", d) 11-13 widma zebrane z podkiadki traktowanej APTES-em, 14-16 widma
zebrane z DNA utrwalonego za pomocqg APTES-u, dodatkowe widma DNA uzyskane z roznych
probek za pomocq roznych probnikéw w celu zilustrowania zmiennosci widm (7-10 Mg® i 17-
20 APTES); [H4].
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Podwojna helisa DNA, stabilizowana przez wigzania wodorowe pomigdzy parami
zasad, moze wystgpowa¢ w roéznych konformacjach. Dwie glowne, biologicznie aktywne
konformacje czasteczki DNA nazwano B-DNA i A-DNA [46]. DNA w obu tych
konformacjach jest podwdjna helisa prawoskretna, charakteryzujaca si¢ okreslonym rozmiarem
duzych i matych rowkow (glebokich i ptytkich bruzd). Forma A-DNA charakteryzuje si¢
mniejszg iloscig par zasad przypadajacych na jeden obrot helisy (mniejszy kat skretu) w
poréwnaniu z B-DNA. Mniejsza odleglo$¢ pomigdzy zasadami powoduje, ze forma A-DNA
jest 0 20-25% krotsza niz B-DNA. Czasteczka DNA w konformacji A jest szersza i bardziej
skompresowana wzdtuz osi niz w konformacji B, rozmiary mniejszych i wigkszych rowkow sa
rozne w tych dwdch formach DNA [46]. Roznice w rozmiarach rowkow (bruzd) majg kluczowe
znaczenie, poniewaz determinujg zdolnoé¢ DNA, bedacego w okreslonej konformacii,
do reagowania z innymi makroczasteczkami.

Nasze badania udowodnity, iz w wyniku oddziatywania z APTES-em struktura
chemiczna DNA i jego konformacja ulegaja lokalnym modyfikacjom. Jony Mg®* sa obojetne
wobec natywnej struktury DNA. Otrzymane wyniki maja duze znaczenie dla grup naukowych
zajmujacych si¢ badaniem DNA za pomoca mikroskopii skaningowej. Nasze badania
dowiodly, iz wybor substratu i metodologii przygotowania probek wplywaja na strukture
chemiczng DNA i jego wlasciwosci.

Nano-spektroskopowe monitorowanie sub-molekularnej zmiany konformacji DNA

Konformacja DNA zmienia si¢ pod wptywem uwodnienia. Zastosowanie AFM-TERS
do pomiarow czasteczek DNA utrwalonych na mice pozwolito na monitorowanie czesciowej
zmiany konformacji z formy B-DNA do A-DNA wywotanej wysuszeniem [H5].

TERS zastosowano do identyfikacji konformacji na sub-molekularnych odcinkach
wzdluz nici DNA zawierajacych 500 par zasad, utrwalonych za pomocg 2 mM roztworu jonow
Mg”" na krysztatach miki. Probniki TERS do tych eksperymentéw przygotowano naparowujac
20 nm warstwg srebra na komercyjnie dost¢gpne krzemowe sondy uzywane w AFM. Obrazy
topografii i fazy AFM zbierano w modzie przerywanego kontaktu z czgstotliwoscig skanowania
0,2-0,3 Hz. Skanowano obszary o rozmiarach 1000-3000 nm. Na podstawie uzyskanych
obrazow AFM, manualnie wybierano punkty pomiarowe - 8 rownoodlegtych miejsc wzdtuz
kazdej badanej nici DNA. Dlugos¢ czasteczek DNA zawierajacych 500 par zasad osadzonych
na mice za pomocg jonéw Mg”* wynosi 146 nm. Odleglos¢ pomigdzy kolejnymi pozycjami
probnika podczas akwizycji widm wynosita =21 nm. Na rysunku 7A przedstawione sg widma
TERS, zebrane wzdluz jednej nici DNA, ktore wskazuja na dwie konformacje: A-DNA, B-
DNA oraz ich mieszaning. Punkty pomiarowe zaznaczono na obrazie AFM przedstawionym na
rysunku 7B (pozycje probnika: 2, 3, 51 7). Widma AFM-TER poréwnano z widmami Ramana
zebranymi z kropli roztworu DNA podczas suszenia w celu monitorowania przejscia
konformacyjnego DNA z B-DNA (uwodniony DNA) do A-DNA (wysuszony DNA).
Wzgledny poziom uwodnienia obliczono na podstawie intensywnosci pasma pochodzacego
rozciggania O-H w czgsteczkach wody (3400 cm™). Jak wspomniano wcze$niej, markerami
konformacji DNA w widmach Ramana / TER s3 pozycje spektralne pasm pochodzacych
od symetrycznego i asymetrycznego rozciggania grup fosforanowych (O-P-O). Przesunigcia
tych pasm w kierunku wyzszych liczb falowych / nizszej energii od 1080 cm™ do 1112 ¢cm’
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i od 1207 em™ do 1240 cm™" odpowiednio dla symetrycznego i asymetrycznego rozciggania O-
P-O wskazuja na przejscie konformacyjne z formy B-DNA do A-DNA. Na podstawie potozenia
pasm pochodzacych od drgan rozciggajacych grup fosforanowych okreslano konformacje DNA
w kazdym punkcie pomiarowym. Dodatkowo brano pod uwage obecnosé pasma przy ~ 830
em’!, jako indykatora konformacji B lub B/A. Obecno$é podwojnych pasm zwiazanych
z grupami fosforanowymi swiadczyla o wystgpowaniu obu konformacji A oraz B (A/B)
w badanym obszarze czasteczki. Zmierzono 27 roznych czgsteczek DNA (kazda mierzono
przynajmniej trzykrotnie) i okreslono procentowo ilo$¢ danej konformacji (A-DNA, B-DNA,
A/B-DNA) dla kazdego punktu pomiarowego. Wyniki przedstawione sa na rysunku 4D.

Zastosowanie  techniki ~ TERS  pozwolilo  potwierdzi¢  sub-czgsteczkowa
heterogeniczno$¢ konformacji DNA w obrebie pojedynczych czasteczek, a takze wykry¢
obszary, w ktorych wystgpowanie danej formy DNA jest bardziej prawdopodobne. Nasze
badania potwierdzity spektroskopowo, ze DNA osadzone za pomoca jonéw Mg na mice
przechodzi czgsciowa transformacj¢ z formy B-DNA do A-DNA pod wplywem suszenia.
Transformacja ta zachodzi na koncach czasteczek, w centralnej czgsci konformacja B-DNA

zostaje zachowana po wysuszeniu probki.
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Rysunek 7. Sub-czgsteczkowe zmiany konformacji DNA zawierajgcego 500 par zasad,
priytwierdzonego do powierzchni miki za pomocg jonéw Mg® *: (4) widma zebrane wzdluz
czgsteczki DNA, cyfry 2, 3, 5 i 7 zaznaczone na obrazie fazy AFM (B) oznaczajg pozycje sondy
TERS podczas zbierania widm; (C) widma Ramana DNA w konformacji B-DNA (100%
uwodnienia), konformacji A/B (3% uwodnienia), konformacji A-DNA (0% uwodnienia - suche
DNA), (D) procentowa ilos¢ konformacji A-DNA , B-DNA i A/B-DNA zarejestrowana
na kazdym z punktow pomiarowych: 1-8. Dane zebrano wzdluz 27 czgsteczek DNA; [H3].
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Nano-spektroskopia w badaniach struktury chemicznej lipidéw

Zastosowanie nano-spektroskopii w zakresie podczerwieni pozwolito na lokalna,
chemiczng charakterystyke lipidow w modelowych warstwach lipidowych oraz kroplach
lipidowych syntetyzowanych w  komérkach nowotworowych w wyniku ekspozycji
na promieniowanie jonizujgce.

Charakterystvka syntetycznej monowarstwy lipidowej za pomoca nano-spektroskopii
w zakresie podczerwieni

Blony lipidowe s3 wysoce uporzadkowanymi strukturami, jednak w nanoskali
wykazuja heterogenicznos¢. Czasteczki lipidow moga tworzyé charakterystyczne domeny
w blonie, zwane tratwami lipidowymi. Tratwy wplywaja na dynamikeg i stabilno$¢ biosystemow
[47]. Leki immunosupresyjne i przeciwzapalne, takie jak cyklosporyna A (CsA) ze wzgledu
na lipofilowos¢, moga wchodzi¢ w interakcje z blonami lipidowymi i indukowaé tworzenie
domen lipidowych o rozmiarach nanometrycznych. Ze wzgledu na niejednorodno$¢ blon
lipidowych w nanoskali, dokladne badania ich struktury i skladu chemicznego wymagaja
zastosowania technik analitycznych, ktére probkuja badane materiaty w skali nanometrycznej
takich jak nano-spektroskopia molekularna.

Przedmiotem naszych badan byl trzyskladnikowy model: monowarstwa skladajaca
si¢ z mieszaniny sfingomieliny (SM), cholesterolu (Chol) i cyklosporyny A (CsA), otrzymana
technikg Langmuir-Blodgett. Grubos¢ probek wynosita 2-3 nm. Analiza tak cienkich probek
wymagala zastosowania bardzo czulej techniki. W celu zwigkszenia czulosci metody AFM-IR
jako zrédio swiatta zastosowano laser kwantowo-kaskadowy (QCL) pracujgcy w zakresie
sredniej podczerwieni. Czgstotliwo$¢ dostarczania impulsow lasera byla dostrajana
do czgstotliwosci rezonansowej dZzwigni probnika AFM, wzmacniajac czutos¢ metody o okoto
dwa rzedy wielkosci [48-50]. Wzmocnienie zwigzane z zastosowaniem lasera QCL nie bylo
jednak wystarczajace, aby uzyska¢ widma z monowarstwy lipidowej. Czulos¢ AFM-IR
dodatkowo wzmocniono poprzez zastosowanie probnikow AFM powlekanych ztotem i ztotych
podtozy w celu uzyskania wzmocnienia pola elektromagnetycznego w wyniku tzw. efektu
piorunochronu w nano-szczelinie migdzy ostrzem probnika a podtozem [48]. Wedlug obliczen
teoretycznych wzmocnienie pola elektromagnetycznego w szczelinie o rozmiarze 2 nm wynosi
2 % 10° [48, 51]. To dodatkowe wzmocnienie umozliwito zebranie widm z lipidowych
monowarstw. Rysunek 8 przedstawia wyniki mapowania AFM-IR reprezentatywnego regionu
monowarstwy SM / Chol / CsA. Mapowano rozklad absorpcji swiatlta podczerwonego
o okreslonych energiach (liczbach falowych) odpowiadajacych pasmom charakterystycznym
dla: Chol. (absorpcja przy 1420 cm™), SM (absorpcja przy 1225 cm™) i CsA (absorpcja przy
1630 cm™). Otrzymane wyniki wykazaly, ze zawarto$¢ cholesterolu jest wyzsza poza
okragtymi domenami niz wewnatrz domen. Dystrybucja SM i CsA byla odwrotna. Profile
wyekstrahowane wzdluz linii zaznaczonych na rysunku 8 wizualizujg kontrast pomig¢dzy
rozktadem kazdej substancji wewnatrz i na zewnatrz okraglej domeny. Rozktad absorpcji
promieniowania o liczbie falowej 1920 cm™ przedstawiono aby zademonstrowaé brak kontrastu
zwigzany z brakiem absorpcji tej energii promieniowania podczerwonego przez badang probke.
Widma zarejestrowane wewnatrz i na zewnatrz domen (czerwone i czarne widmo rys. 8)
potwierdzily, ze pasma przypisane do Chol (tj. 1434 cm™ i 1300 cm™) s3 ponad dwa razy
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bardziej intensywne w widmach uzyskanych na zewnatrz domeny, podczas gdy pasma od SM
i CsA sg bardziej intensywne wewnatrz domen. Spektroskopia i mapowanie AFM-IR
potwierdzily, ze czgsteczki CsA powoduja separacje faz i tworzenie charakterystycznych
domen o okreslonym sktadzie lipidowym.
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Rysunek 8. Mapowanie AFM-IR reprezentatywnego regionu monowarstwy mieszaniny SM /
Chol. / CsA naniesionej na zlotq powierzchnie: (a) topografia AFM, (b) dystrybucja Chol.
(absorpcja przy 1420 cm™), (c) dystrybucja SM (absorpcja przy 1225 cm™), (d) rozklad
absorpcji przy 1920 em™ | (e) rozklad CsA (absorpcja przy 1630 em™), (f) powiekszony obszar,
gdzie obserwowalne sq pojedvncze czgsteczki leku, (g) profile wyekstrahowane wzdluz linii
zaznaczonych na topografii i mapach AFM-IR, granice pomigdzy fazami zaznaczono
strzatkami, (h) Widma AFM-IR zebrane z monowarstwy (Chol. / SM/ CsA, 0,47: 0,23: 0,30).;
Pasma pochodzgce od Chol. sq zaznaczone kolorem zielonym, SM niebieskim, CsA roZzowym;

[H6].
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Dodatkowo, zastosowanie techniki AFM-IR pozwolito na badanie orientacji czgsteczek
w monowarstwie. Wzbudzanie czgsteczek $wiatlem spolaryzowanym w okreslonym kierunku
indukowalo szczegolne reguty wyboru wzgledem powierzchni, wzmacniajac sygnal spektralny
od drgan zorientowanych wzdtuz danego kierunku polaryzacji. Efekt ten mozna wykorzystac
do okreslenia orientacji czgsteczek naniesionych na plaskie podloze [51], a takze
do identyfikacji markerow nieuporzadkowania lipidow w monowarstwie [1, 48, 51, 52].
Widma uzyskane za pomoca lasera o polaryzacji s i p byly rozne. Intensywnosé drgan
pochodzacych od grup CH> w SM i Chol byla istotnie wyzsza w widmach uzyskanych
za pomocg Swiatla o polaryzacji p. Wynik ten potwierdzil, ze w badanej pojedynczej warstwie
czgsteczek lancuchy weglowodorowe skierowane sg prostopadle do plaszezyzny podioza,
w przeciwienstwie do wigzan C=0 i N-H z reszty amidowej w SM oaz C=C w Chol., od ktérych
pasma byly bardziej intensywne w widmach absorpcji $wiatta o polaryzacji s, co $wiadczy
o rownoleglej do powierzchni probki orientacji tych wigzan.

Podsumowujac, nasze badania udowodnity znaczacy wplyw leku immunosupresyjnego
na uporzgdkowanie molekularne w modelowych, btonach lipidowych. Po raz pierwszy w skali
nanometrycznej zarejestrowano rozklad absorpcji $wiatla podczerwonego charakterystyczny
dla cyklosporyny A, sfingomieliny i cholesterolu oraz lokalne widma monowarstw
otrzymanych metoda Langmuir-Blodgett. Kolejnym innowacyjnym aspektem tej pracy bylo
zastosowanie dwoch prostopadtych polaryzacji lasera, ktore pozwolity na okreslenie wzglednej
orientacji czasteczek w monowarstwie i stopnia ich uporzadkowania. [H6]

Charakterystvka chemiczna kropli lipidowych syntetvzowanych w komorkach

glejaka w wyniku ekspozycji na promieniowanie jonizujqgce

Promieniowanie jonizujgce podobnie jak inne czynniki, ktore uszkadzaja komorki
indukuja mechanizmy obronne. W komdrkach nowotworowych mechanizmy obronne moga
prowadzi¢ do aktywacji komorek i szybkiej proliferacji zwigzanej z przerzutowaniem. Rola
metabolizmu lipidéow w tworzeniu przerzutow jest bardzo wazna. ZastosowaliSmy nano-
i mikro-spektroskopi¢ w zakresie podczerwieni w polaczeniu z wielowymiarowa analiza
statystyczna otrzymanych danych w celu scharakteryzowania wplywu promieniowania
jonizujacego na jadra komorek glejaka izolowane z komorek traktowanych dwoma rodzajami
promieniowania jonizujacego: promieniowaniem X (dawka 10 Gy) lub promieniowaniem
protonowym (dawki 1 Gy 1 10 Gy). Zastosowanie nano- i mikro-spektroskopii w polaczeniu
z odpowiednig analiza uzyskanych widm pozwolilo na jednoczesne $ledzenie zmian
chemicznych powstatych w wyniku napromieniania w  lipidach, biatkach 1 kwasach
nukleinowych, w mikro i nanoskali. Widma oraz mapy w zakresie podczerwieni zebrane z jader
komorkowych izolowanych zkomorek naswietlanych promieniowaniem rentgenowskim
wykazaty fragmentacj¢ kwasow nukleinowych, biatek i lipidow wskazujacych na kondensacje
chromatyny 1 powstanie cialek apoptotycznych, typowa dla komorek, ktore weszly na sciezke
zaprogramowanej $mierci - apoptozy. Unikatowe zastosowanie nano-spektroskopii w zakresie
podczerwieni do badan odpowiedzi na uszkodzenia radiacyjne pozwolilo na wykrycie
i charakterystyke chemiczng kropli lipidowych skrystalizowanych na powierzchni jader
izolowanych z komorek traktowanych dawka 10 Gy promieniowania protonowego (Rys. 9).
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Aby zidentyfikowa¢ sklad chemiczny skrystalizowanych struktur powstatych
w komorkach  traktowanych protonami, rejestrowano widma AFM-IR 7z regionow
zawierajgcych te struktury oraz z miejsc, w ktorych one nie wystgpowaty. Nastepnie obliczano
roznic¢ pomigdzy widmami. Wyniki przedstawione sg na rysunku 9. Po odjeciu otrzymano
widma charakterystyczne dla lipidow, ktére interpretowano w celu doktadnej identyfikacji
chemicznej. Silna absorpcja promieniowania podezerwonego przy 2920 cm™ oraz 1464 ¢cm’!
pochodzaca od drgan rozciggajacych i zginajacych grup metylowych jest zwiazana
z obecnoscig cholesterolu [53-56]. Ponadto, w widmach zebranych z krysztatow lipidowych,
zaobserwowano pasma od rozciggania wigzania estrowego C = O przy 1728 cm’!, drgania
nozycowego grupy CH> przy 1464 cm™ i rozciagajacego CH przy 2848 cm™'. Wymienione
pasma s3 charakterystyczne dla estrow cholesterolu [54-56]. Zaobserwowano takze pasmo
pochodzace od rozciggania wigzania C = C przy 1650 cm™', ktore jest uwazane za marker
spektralny nienasyconych kwasow thuszczowych [25, 26]. Obecno$¢ wyzej wymienionych
pasm jest charakterystyczna dla steroli, gléwnie cholesterolu i estrow cholesterolu. Te lipidy
sg odpowiedzialne za modulowanie ptynnosci blony lipidowej w komérkach przygotowujacych
si¢ do podziatu [56]. Obecnos¢ steroli i estrow steroli jest zwigzana z szybka proliferacja
poprzedzajaca tworzenie przerzutow. Zgodnie z literaturg wiele inhibitorow syntezy kwasow
ttuszczowych odgrywa wazna role w profilaktyce przerzutow [56].

Charakterystyka chemiczna badanych kropli lipidowych o rozmiarach sub-
mikronowych nie bylaby mozliwa przy uzyciu konwencjonalnych lub synchrotronowych
zrodet promieniowania podczerwonego ze wzgledu na niska czulo$¢ i rozdzielczosc
przestrzenng. Zebrane z komorek glejaka traktowanych promieniowaniem widma SR-FTIR
potwierdzity jedynie wzrost zawartosci lipidow w jadrach izolowanych z komorek
traktowanych 10 Gy protondw. Nasze rezultaty sg zgodne z dotychczasowymi wynikami badan
sugerujagcymi, ze akumulacja cholesterolu i estrow cholesterolu jest charakterystyczna dla
agresywnych komorek nowotworowych, produkujgcych blony lipidowe przed podzialem
komorkowym  zwiazanym  z przerzutami [S57]. Synteza tych lipidow jest cecha
charakterystyczng dla agresywnych komorek rakowych, produkujacych btony przed szybka
proliferacja [57]. Nasze badania pozwolily lepiej zrozumie¢ interakcje pomigdzy pojedynczymi
komoérkami i promieniowaniem jonizujacym. Otrzymane wyniki powinny by¢ brane pod
uwage przy planowaniu strategii leczenia glejakow. [H7]
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Rysunek 9. Charakterystyka lipidow syntetyzowanych w  komorkach  traktowanych
promieniowaniem: a) topografia AFM, b) mapa absorpcji AFM-IR przy 2956 cm™ (rozklad
lipidow) w jagdrze komorkowych izolowanym z komorki inkubowanej przez 48 godzin
po traktowaniu dawkg 10 Gy protonow o energii 60 MeV, ¢) widma AFM-IR zebrane z miejsca,
w ktorym znajdowala si¢ kropla lipidowa (1) oraz z obszaru sqsiadujgcego (2), roznica widm
(1-2); [H7].

Podsumowanie

Zastosowanie fizycznych technik nano-spektroskopowych do badan biatek [H1-H3],
kwasow nukleinowych [H4, H5] i lipidow [H6, H7] przyniosto unikatowe, wazne dla nauk o
zyciu informacje o tych systemach. Uzyskane wyniki nie mogly by¢ otrzymane za pomocg
konwencjonalnych metod analitycznych ze wzgledu na ich ograniczenia metodologiczne.
Nasze badania uzupeinily istniejgca wiedz¢ o obecnie intensywnie badanych probkach:
peptydow neurodegeneracyjnych, ii) matalo-protein, iii) nici DNA, iv) monowarstw
cholesterolu / sfingomieliny i lekéw immunosupresyjych v) lipidow syntetyzowanych
po ekspozycji na promieniowanie. Wszystkie te probki wymagaly szczegolnego podejscia
eksperymentalnego obejmujacego optymalizacj¢ / modyfikacje istniejacych technik nano-
spektroskopowych w celu uzyskania odpowiedniego stosunku sygnalu do szumu. Nast¢pnie
otrzymane widma poddano wielowymiarowej analizie statystycznej aby wyekstrahowac
najwazniejsze informacje o strukturze chemicznej badanych systemow.
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Osiggnigcia  metodologiczne  zaimplementowane po raz pierwszy i opisane
w artykutach, ktore skladaja si¢ na prezentowane w niniejszym autoreferacie osiggnigcie
naukowe w tym: i) hiper-spektralne mapowanie AFM-TERS agregatow biatkowych o grubosci
2-4 nm, ii) zebranie widm STM-TERS z monowarstwy metaloprotein, pierwsze mapowanie i
pomiary spektroskopowe w zakresie podczerwieni monowarstwy SM / CHOL majg duze
znaczenie dla rozwoju nano-spetroskopii, biologii molekularnej i nano-medycyny.

5. STRESZCZENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

Opis moich pozostalych osiggnig¢ naukowych przedstawiony jest ponizej. Artykuty
zostaly uporzadkowane tematycznie.

3.1 Zastosowanie mikro- i _nano-spektroskopii _molekularnej w badaniach wplywu

promieniowania na bioczagsteczki

Prace wlasne:
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(TERS), Angewandte Chemie International Edition 53(1) (2014) 169-172

A2 E. Lipiec, K. R. Bambery, J. Lekki, M. J. Tobin, C. Vogel, D. R. Whelan, B. R. Wood,
W. M. Kwiatek, SR-FTIR coupled with Principal Component Analysis shows evidence
for the cellular bystander effect, Radiation Research 184 (1) (2015) 73-82
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the Raman spectrum of thymine, Journal of bioinformatics and computational biology
14, (2016) 1650002

Al2 J. Czapla-Masztafiak, J. Szlachetko, C. J. Milne, E. Lipiec, J. S4, Thomas J Penfold, T.
Huthwelker, C. Borca, R. Abela, W. M. Kwiatek, Investigating DNA radiation damage
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Omowienie

Jednym z najwazniejszych osiggnig¢ naukowych mojej pracy doktorskiej bylo
zaprojektowanie i wykonanie pierwszych eksperymentow, ktére pozwolily na szczegotowy
opis struktury chemicznej najniebezpieczniejszych uszkodzen DNA - podwdjnych przerwan
nici DNA (ang. Double Strand Breaks DSBs), spowodowanych ekspozycja na promieniowanie
UV. Duze znaczenie podjetego tematu badan zostato podkreslone przez Komitet Noblowski,
ktory przyznal Nagrod¢ Nobla w dziedzinie chemii, w 2015 r., za odkrycie podstawowych
mechanizmoéw naprawy uszkodzen DNA spowodowanych promieniowaniem UV. W celu
zbadania struktury chemicznej podwdjnych przerwan nici DNA zaproponowatam zastosowanie
spektroskopii ramanowskiej wzmocnionej na ostrzu sondy skanujacej (TERS). Na podstawie
widm TER, w ktdrych zarejestrowano pasma pochodzace od drgan rozciggajacych grup POH
i drgan deformacyjnych grup metylowych i metylenowych udowodniono, iz przerwania
powstaja najczesciej] w wyniku peknigeia wigzan 3 'i 5' pomiedzy grupa fosforanowa
a deoksyryboza. W miejscu pekniecia do uszkodzonych fragmentow nici przylaczajg si¢ atomy
wodoru lub grupy wodorotlenowe, wskazujac na reakcj¢ z wolnymi rodnikami powstatymi
podczas hydrolizy wody (DNA naswietlano w roztworze wodnym). Badania te wykonatam
podczas studiow doktoranckich we wspdlpracy z prof. Baydenem Wood z Uniwersytetu
Monash. Wyniki zostaly opublikowane w prestizowym czasopismie Angewandte Chemie [Al]
i zaprezentowane przeze mnie podczas konferencji "SPEC 2012, Shedding New Light
on Diseases". Referat zostal nagrodzony jako najlepsza prezentacja studencka konferencji.

Niezwykle istotnym aspektem mojej pracy naukowej sa rozpoczete podczas studiow
doktoranckich i1 kontynuowane po uzyskaniu stopnia doktora badania w dziedzinie
radiobiologii i radiologii. Zaproponowatam i wykonatam pionierskie eksperymenty obejmujace
badanie efektu sasiedztwa w populacji komorek raka prostaty znajdujacych sie¢ w bliskim
otoczeniu komorek traktowanych promieniowaniem protonowym wytwarzanym przez uklad
mikro-wigzki. W celu monitorowania reakcji komodrek zastosowana zostala mikroskopia
w zakresie podczerwieni (SR-FTIR) z wykorzystaniem promieniowania synchrotronowego
[A2]. Uzyskane widma pojedynczych komorek byly opracowywane za pomocg analizy
sktadowych glownych. Zastosowanie SR-FTIR pozwolilo na monitorowanie przejscia
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konformacyjnego od formy B-DNA do formy A-DNA oraz wzrost ekspresji bialek zwigzanych
z naprawg uszkodzen DNA w zywych komorkach czerniaka, traktowanych uprzednio
kombinacja promieni UVA i UVB, imitujagca promieniowanie stoneczne docierajgce
do powierzchni Ziemi [A3]. Artykul przygotowany na podstawie wynikow tych badan zostat
wyrozniony przez redakcj¢ czasopisma Analyst jako najczesciej czytany. Dodatkowo,
monitorowatam uszkodzenia DNA w pojedynczych komoérkach indukowane przez
promieniowanie  jonizujagce  wytwarzane w  ukladach  mikro-wigzek protonowej
i promieniowania X oraz konwencjonalnych zrédel promieniowania [A4-A9). Opisane
powyzej badania zostaly uzupetnione wynikami obliczen teoretycznych dla uszkodzonego
DNA [A10] lub jego komponentow, takich jak adenina [A11]. Na podstawie poréwnania widm
wyznaczonych teoretycznie z widmami eksperymentalnymi wyjasnilismy zmiany molekularne
zachodzace w obrgbie par zasad DNA i szkieletu DNA, ktore moga powstawaé w wyniku
tworzenia si¢ uszkodzen wywolanych promieniowaniem. Ustalono mozliwe szlaki
powstawania uszkodzen DNA wywotanych przez bezposrednia interakcje z protonami lub
wolnymi rodnikami, ktére w naswietlanych probkach powstawaty w wyniku radiolizy wody.

Bylam rowniez zaangazowana w badanie uszkodzen DNA wywotanych promieniowaniem
UVA i protonowym za pomoca rentgenowskiej spektroskopii absorpcyjnej dla krawedzi K
fosforu [A12]. W badaniach tych ustalono jakie rodzaje uszkodzen radiacyjnych powstaja
w szkielecie DNA wokot atoméw fosforu oraz obliczono ich ilo§é¢ w zaleznosci od dawki
i rodzaju promieniowania.

5.2 Mechanizmy dzialania lekow chemoterapeutveznyvch

Prace wlasne

B1  E. Lipiec, J. Czapla, J. Szlachetko, Y. Kayser, W. Kwiatek, B. Wood, G. B. Deacon
and J. Sa, Novel in situ methodology to observe the interactions of chemotherapeutical
Pt drugs with DNA under physiological conditions, Dalton Transactions, 43(37) (2014)
1383913844

B2 J. Czapla-Masztafiak, J. J. Nogueira, E. Lipiec, W. M. Kwiatek, B. R Wood, G. B

Deacon, Y. Kayser, D. L.A. Fernandes, M. V. Pavliuk, J. Szlachetko, L. Gonzalez, J.
Sa, Direct Determination of Metal Complexes’ Interaction with DNA by Atomic
Telemetry and Multiscale Molecular Dynamics, The Journal of Physical Chemistry
Letters 8 (2017) 805-811

B3 . Sa, J. Czapla-Masztafiak, E. Lipiec, Y. Kayser, D. L.A. Fernandes, J. Szlachetko, F.
Dufrasne, G. Berger, Resonant X-ray emission spectroscopy of platinum (II) anticancer
complexes, Analyst 141 (2016) 1226—-1232

B4 J. 84, J. Czapla-Masztafiak, E. Lipiec, Y. Kayser, W. Kwiatek, B. Wood, G. B. Deacon,
G. Berger, F. Dufrasne, D. L. A. Fernandes, J. Szlachetko, "The use of Resonant X-ray
Emission Spectroscopy (RXES) for the electronic analysis of metal complexes and their
interactions with biomolecules, Drug Discovery Today: Technologies 16 (2015) 1-6

B5 G. Berger, L. Fusaro, M. Luhmer, J. Czapla-Masztafiak, E. Lipiec, J. Szlachetko, Y.
Kayser, D. L. A. Fernandes, J. S4, F. Dufrasne, S. Bombard, "Insights into the structure—
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activity relationships of chiral 1,2-diaminophenylalkane platinum(ll) anticancer
derivatives, JBIC Journal of Biological Inorganic Chemistry 20 (2015) 841-853

B6 J. Czapla-Masztafiak, A. Kubas, Y. Kayser, D. L. A. Fernandes, W. M. Kwiatek, E.
Lipiec, G. B Deacon, K. Al-Jorani, B. R Wood, J. Szlachetko, Jacinto Sa, Mechanism
of hydrolysis of a platinum (IV) complex discovered by atomic telemetry, Journal of
inorganic biochemistry, 187 (2018) 56-61

Omowienie

Obecnie od wynalezienia leku chemoterapeutycznego do pelnego zrozumienia jego
mechanizmu dzialania mija duzo czasu. Odzialywanie leku na DNA bada si¢ wieloma
metodami chemicznymi i fizycznymi. Nasze badania wykazaly, Zze zastosowanie rezonansowe;j
rentgenowskiej spektroskopii emisyjnej (RXES ang. Resonant X-ray Emission Spectroscopy)
w pofgczeniu z obliczeniami teoretycznymi skraca czas miedzy odkryciem chemoterapeutyku
zawierajacego metal, a wyjasnieniem mechanizmu jego dziatania. Integralng czescia moich
badan jest analiza przylaczania si¢ lekow przeciwnowotworowych, takich jak cisplatyna [B 1]
i inne kompleksy platyny [B2 - B6] do DNA za pomoca metody RXES in situ. RXES pozwala
na sledzenie zmian struktury czasteczek leku w kontakcie z pltynami fizjologicznymi
i po przylaczeniu do DNA. Ze wzgledu na przenikliwe wiasnosci twardych promieni
rentgenowskich mozliwe jest okreslenie interakcji pomigdzy lekami, a DNA w warunkach
fizjologicznych.

Udowodnilismy, ze uwodnione formy lekow przeciwnowotworowych zawierajgcych
platyng na II stopniu utlenienia, takich jak cisplatyna i [Pt{((p-HCsF4)NCH2)2}(py)2] nazwany
Pt-103, wigza si¢ z atomami azotu w roznych zasadach DNA. Utworzenie wigzan
kowalencyjnych jest mozliwe poprzez zastgpienie jednego lub dwoch opuszezajacych lek
ligandow przez atomy azotu znajdujace si¢ w zasadach DNA [BI1-BS5]. Nasze wyniki
potwierdzily, ze cisplatyna wigze si¢ glownie z guaning [B1] w przeciwienstwie do leku Pt-
103, ktory przylacza si¢ przede wszystkim do adeniny. Leki zawierajgce Pt(Il) tworza
kowalencyjne wigzania krzyzowe z DNA powodujac znieksztalcenia struktury podwaojnej
helisy. Dodatkowo, opisaliSmy mechanizm hydrolizy kompleksu przeciwnowotworowego
zawierajacego platyng na czwartym stopniu utlenienia [Pt{N(p-HCsF4)CHa2}2(NCsHs)2(OH)]
nazwanego Pt-103(OH) [B6]. Uzyskane widma i1 mapy RXES uzupelniono wynikami
pomiarow spektroskopii rezonansu magnetycznego (19F NMR ang. Nuclear Magnetic
Resonance) i obliczeniami teoretycznymi. Wyniki badan wykazaly, ze ten kompleks Pt (IV)
nie zmienia stopnia utlenienia w roztworze fizjologicznym (HEPES) przy pH 7.4 jak wczesniej
podejrzewano. Badania RXES sg wazne dla projektowania nowych kompleksow opartych
na platynie, jak réwniez dla zrozumienia ich modyfikacji chemicznych pod wplywem
warunkow fizjologicznych.
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3.3 Zastosowanie Sredniej i dalekiej podczerwieni oraz rozpraszania Ramana w
badaniach ukiadow zlozonvch
Prace wlasne

Cl C. Vogel, J. Stemann, K. Holldack, R. Sekine, E. Lipiee, C. Adam, Thermal Treatment
of Chromium(Ill) Oxide with Carbonates Analyzed by Far-Infrared Spectroscopy,
Applied Spectroscopy, 69 (2015) 1210-1214

C2 C. Vogel, C. Adam, R. Sekine, T. Schiller, E. Lipiec, D. McNaughton, Determination
of P-fertiliser-soil reactions by Raman and synchrotron Infrared microspectroscopy,
Applied Spectroscopy, 67 (2013) 1165-117

C3 C. Vogel, C. Adam, P. Kappenc, T. Schiller, E. Lipiec, D. McNaughton, Chemical state
of chromium in sewage sludge ash based phosphorus-fertilisers, Chemosphere, 103
(2014) 250-255

C4 A. Wieche¢, J. Opiela, E. Lipiec, W. M. Kwiatek, Utility of FT-IR imaging
spectroscopy in estimating differences between the quality of bovine blastocysts,
Journal of Molecular Structure, 1049 (2013) 227-232

3 E. Lipiec, J. Kowalska, A. Wieche¢, P. M. Zielinski, W. M. Kwiatek, M. Iwaniec,
Infrared spectroscopy in molecular study of the piezoelectric effect in pig shine bone,
Acta Physica Polonica 4, 121 (2012) 539-542

Omowienie

Rozpraszanie Ramana oraz absorpcja Sredniej 1 dalekiej podczerwieni
sa wykorzystywane w badaniach réznych ukladéow ztozonych. Uczestniczytam w projektach
naukowych obejmujacych zastosowanie spektroskopii czasteczkowej Ramana i w zakresie
podczerwieni z wykorzystaniem promieniowania synchrotronowego w badaniach reakcji gleby
na nawozy fosforowe [C1-C3]. Badania te umozliwity wykrycie toksycznego Cr(IV)
w nawozie fosforanowym wytworzonym na bazie popiotu ze spalania osadéw Sciekowych,
ktory zostal poddany obrdbcee termicznej z wykorzystaniem weglanu wapnia 1 weglanu sodu.
Mikro-spektroskopia w zakresie podczerwieni i mikro-spektroskopia Ramana zostaly
zastosowane rowniez do badania mechanizmow reakcji jakie zachodza w wyniku interakcji
nawozOw mineralnych zawierajacych fosfor z glebga. Pirofosforan wapnia okazal si¢
niereaktywny w glebie, w przeciwienstwie do pirofosforanu magnezu, ktory w kontakcie
z glebg szybko tworzy fosforan magnezu, mogacy wnika¢ do roslin.

Metody spektroskopii czasteczkowej wykorzystywatam rowniez do charakterystyki
chemicznej probek biologicznych, takich jak blastocysty bydlgce [C4] i tkanka kostna [C5].
Badania tkanki kostnej za pomoca spektroskopii w zakresie podczerwieni pozwolity
na wykrycie zmian molekularnych w wyniku efektu piezoelektrycznego. Wykazano, ze pole
elektryczne i napr¢zenia $ciskajace oddziatuja glownie na grupy fosforanowe. Nasze badania
poswigcone blastocystom potwierdzity, ze FT-IR jest skutecznym narze¢dziem dla biologii
i genetyki, pozwalajgcym na oszacowanie jakosci oocytow i zarodkow.
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5.4 Charakterystvka monowarstw_lipidowych wytworzonvch metoda of Langmuir-
Blodgett

Prace wlasne

D1 A. Wnetrzak, E. Lipiec, K. Latka, W. Kwiatek, P. Dynarowicz-Latka, “Affinity of
Alkylphosphocholines to Biological Membrane of Prostate Cancer: Studies in Natural
and Model Systems, The Journal of Membrane Biology, 247(7) (2014) 581-589

D2 A. Wnetrzak, K. Makyta-Juzak, A. Chachaj-Brekiesz, E. Lipiec, N. Vila Romeu, P.
Dynarowicz-Latka, Cyclosporin A distribution in cholesterol-sphingomyelin artificial
membranes modeled as Langmuir monolayers, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
166 (2018) 286294

Omowienie

Kolejnym waznym aspektem mojej pracy naukowej jest charakteryzowanie struktury
chemicznej monowarstw lipidowych otrzymanych technikg Langmuir-Blodgett i ich
odziatywania z lekami immunosupresyjnymi, przeciwzapalnymi i alkilofosfocholinami.

Wiasciwosci przeciwnowotworowe heksadecylofosfocholiny (miltefosyny)
i erucylofosfocholiny badano na poziomie czgsteczkowym i komérkowym. Pomiary na modelu
wykonane metodg Langmuira dowiodly, iz badane leki cechuje powinowactwo do mono-
warstwy lipidowej, mimikujacej blong komoérki nowotworu prostaty. Wykazalismy,
ze erucylofosfocholina oddzialuje na modelowa membrang silniej niz heksadecylofosfocholina.
Obie badane substancje zwigkszaja plynnos¢ blon lipidowych, co moze indukowac
zaprogramowang $mier¢ komorek - apoptoz¢. Mikroskopia fluorescencyjna potwierdzita,
ze badane alkilofosfocholiny powoduja apoptotyczng $mier¢ komorek raka prostaty. [D1]

We wstepnych badaniach wplywu cyklosporyny A na monowarstwy lipidowe
wykonywalam glownie charakterystyke AFM badanych uktadéw naniesionych na ptaskie
podloza. Zastosowanie AFM pozwolito udowodni¢, ze cyklosporyna A moze indukowac
rozdzielenie faz prowadzace do powstania owalnych domen lipidowych w blonach ztozonych
z cholesterolu (Chol.) i sfingomieliny (SM). Indukcja rozdziatu faz zalezy od relatywnej ilosci
Chol. w stosunku do SM w modelowej blonie [D2]. Doktadna charakterystyke chemiczng
i strukturalng tego uktadu wykonano w ostatnim czasie za pomocg techniki AFM-IR [H7].
Artykul, ktory powstal w oparciu o wyniki tych eksperymentéw jest wlaczony do mojego
glownego osiggnigcia naukowego opisanego powyzej.

Podsumowanie bibliometryczne dorobku:

Calkowita liczba artykulow w czasopismach z listy JCR: 32 (w tym 28 po doktoracie).
Sumaryczny impact factor publikacji: 134,893 (w tym na cykl [H1-H7] przypada 62,751).
Liczba cytowan wg bazy WoS / Google Scholar: 274 (244 bez auto-cytowan) / 338.
Indeks Hirsha wg WoS / Google Scholar: 9/ 10.

Biezace dane bibliometryczne sg dostgpne na stronach:
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(WoS):

https://apps.webotknowledge.com/CitationReport.do?product=WOS&search mode=Citation
Report&SID=D2kHvZC 1 7m2dcBEllpP&page=1&cr pqid=7&viewType=summary&from
ML=true&colName=WOS

(Google Scholar): https://scholar.google.com/citations?hl=en&user=&user=Lbx|TkgAAAAJ
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