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

4.1. Tytul osiagniecia naukowego

Wzmocniona powierzchniowo spektroskopia rozproszenia ramanowskiego (SERS) w badaniach
biomedycznych.

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

Jako podstawe habilitacji wybratam cykl 10 petnotekstowych artykutow opublikowanych w latach
2011-2015 w czasopismach recenzowanych o zasiggu miedzynarodowym. Wktad pozostatych
Autorow zostat okre§lony w stosownych o$wiadczeniach (Zat. 4).

Sumaryczny Impact Factor dla tych prac wg roku wydania: 28,256
We wszystkich pracach jestem autorem korespondencyjnym.
Prace H3, H5, H6 i H8 powstaty na podstawie prac magisterskich, w ktérych bytam promotorem.

H1. K. Malek*, M. Makowski, A. Krolikowska, J. Bukowska, Comparative studies on IR, Raman,
and surface enhanced Raman scattering spectroscopy of dipeptides containing 4Ala and 4Phe,
Journal of Physical Chemistry B, (2012) 116: 1414-1425.

| F2012=3,607

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na sformutowaniu celow badawczych, zaplanowaniu
doswiadczen, wykonaniu do$wiadczen polegajacych na wykonaniu obliczen DFT, pomiarze widm
FTIR i normalnego rozproszenia ramanowskiego i wspotudziale przy pomiarze widm SERS, ktorych
wyniki zamieszczone zostaty na wszystkich rysunkach, analizie wynikow badan, wspolpracy przy
interpretacji wynikdw, napisaniu wstgpnej wersji manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma
i wspotpracy przy korekcie manuskryptu wg otrzymanych recenzji. M6j udzial procentowy szacuje na
50%.

H2. K. Malek*, A. Krolikowska, J. Bukowska, pH and substrate effect on adsorption of peptides
containing Z and E dehydrophenylalanine. Surface-enhanced Raman spectroscopy studies on Ag
nanocolloids and electrodes, Journal of Physical Chemistry B, (2014) 118: 4025-4036.

”:2013: 3,377

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na sformutowaniu celow badawczych, zaplanowaniu
doswiadczen, wykonaniu doswiadczen polegajacych na wykonaniu obliczen DFT, pomiarze widm
FTIR normalnego rozproszenia ramanowskiego i wspotudziale przy pomiarze widm SERS, ktérych
wyniki zamieszczone zostaly na wszystkich rysunkach, analizie wynikow badan, wspotpracy przy
interpretacji wynikdw, napisaniu wstepnej wersji manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma
I wspotpracy przy korekcie manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Moj udziat procentowy szacuj¢ na
60%.
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H3. M. Gackowski, K. Malek*, Surface-enhanced Raman spectroscopy of tridehydropeptides
adsorbed on silver electrode, Journal of Molecular Structure, (2014) 1065-1066: 143-149.

”:2013: 1,599

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na sformutowaniu celow badawczych, zaplanowaniu
doswiadczen i nadzorowaniu ich wykonania, koncowej analizie wynikow badan i interpretacji
wynikow, napisaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i korekcie manuskryptu wg
otrzymanych recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

H4. K. Malek*, M. Makowski, The infrared and Raman spectra of solid tridehydropeptides: Influence
of AAla and 4Phe on the spectral profile, Vibrational Spectroscopy, (2012) 60: 73-78.

”:2012:1,747

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na sformutowaniu celow badawczych, zaplanowaniu
doswiadczen, wykonaniu pomiardéw, analizie i1 interpretacji wynikow, napisaniu manuskryptu,
korespondencji z edytorem czasopisma i korekcie manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Moj udziat
procentowy szacuj¢ na 85%.

H5. A. Jaworska, K. Malek*, A comparison between adsorption mechanism of tricyclic
antidepressants on silver nanoparticles and binding modes on receptors. Surface-enhanced
Raman spectroscopy studies, Journal of Colloid and Interface Science, (2014) 431: 117-124.

”:2013: 3,552

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na sformulowaniu celow badawczych, zaplanowaniu
doswiadczen i nadzorowaniu ich wykonania, sposobu analizy wynikow badan, wspoétudziale przy
analizie wynikéw, interpretacji wynikoéw, napisaniu koncowej wersji manuskryptu, korespondencji z
edytorem czasopisma i korekcie manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Méj udzial procentowy
szacuje na 70%.

H6.A. Jaworska, R. Wietecha-Posluszny, M. Wozniakiewicz, P. Koscielniak, K. Malek*, Evaluation
of the potential of surface enhancement Raman spectroscopy for detection of tricyclic psychotropic
drugs. Case studies on imipramine and its metabolite, Analyst, (2011) 136: 4704-47009.

| F2011=4,230

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegatl na sformutowaniu celéw badawczych, wspotudziale w
zaplanowaniu do$wiadczen i nadzorowaniu ich wykonania, w analizie wynikow badan, interpretacji
wynikoéw, wspotpracy przy przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i
wspoltpracy przy korekcie manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na
40%.
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H7. K. Malek*, A. Brzozka, A. Rygula, G.D. Sulka*, SERS imaging of silver coated nanostructured
Al and Al,O; substrates. The effect of nanostructure, Journal of Raman Spectroscopy, (2014) 45:
281-291.

1F2013: 2,519

Moj wklad w powstanie tej pracy polegat na wspotudziale przy sformutowaniu celéw badawczych,
zaplanowaniu dos$wiadczen dotyczacych pomiarow SERS i AFM, wykonaniu pomiarow SERS,
analizie wynikow badan dotyczacych SERS i AFM, interpretacji wynikow, wspolpracy przy
przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i wspotpracy przy korekcie
manuskryptu wg otrzymanych recenzji. M6j udzial procentowy szacuje na 45%.

H8.K. Malek*, A. Jaworska, P. Krala, N. Kachamakova-Trojanowska, M. Baranska, Imaging of
macrophages by surface enhanced Raman spectroscopy (SERS), Biomedical Spectroscopy and
Imaging, 10S Press, (2013) 2: 349-357.

IF: 0

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na sformulowaniu celow badawczych, zaplanowaniu
doswiadczen i nadzorze ich wykonania, koncowej analizie wynikow badan i interpretacji wynikow,
wspoOtpracy przy napisaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i korekcie
manuskryptu wg otrzymanych recenzji. M6j udzial procentowy szacuje na 45%.

H9. A. Jaworska, T. Wojcik, K. Malek*, U. Kwolek, M. Kepczynski, A.A. Ansary, S. Chlopicki, M.
Baranska, Rhodamine 6G conjugated to gold nanoparticles as labels for both SERS and
fluorescence studies on live endothelial cells, Microchimica Acta, (2015) 182: 119-127.

”:2013: 3,719

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegatl na wspotudziale przy sformutowaniu celéw badawczych,
zaplanowaniu doswiadczen, wspotpracy przy analizie i interpretacji wynikow badan, wspotpracy przy
przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma i wspotpracy przy korekcie
manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Moj udziat procentowy szacuje na 30%.

H10. A. Jaworska, L.E. Jamieson, K. Malek*, C.J. Campbell, J. Choo, S. Chlopicki, M. Baranska,
SERS-based monitoring of the intracellular pH in endothelial cells: the influence of the
extracellular environment and tumour necrosis factor-a, Analyst, 2014, DOI:
10.1039/c4an01988a.

|F2013 = 3,906

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na wspoétudziale przy sformutowaniu celow badawczych,
zaplanowaniu do$wiadczen i nadzorze ich wykonania, wspolpracy przy analizie i interpretacji
wynikow badan, wspotpracy przy przygotowaniu manuskryptu, korespondencji z edytorem czasopisma
i wspotpracy przy korekcie manuskryptu wg otrzymanych recenzji. Mdj udziat procentowy szacuje na
30%.



Kamilla Matek, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie
Zalacznik 1a

4.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Badania biomedyczne z zastosowaniem wzmochionej powierzchniowo spektroskopii
rozproszenia ramanowskiego (SERS) skupiaja si¢ zasadniczo na dwoch aspektach: 1/ fizyko-
chemicznym, w ktérym okresla si¢ sposob odzialywania czasteczek o funkcji biologicznej lub
farmakologicznej z podtozem metalicznym (powierzchnig srebra lub zlota) oraz 2/ aspekcie
analitycznym zarowno pod katem identyfikacji danego analitu jak i jego ilosci.

Bez znajomosci okreslenia sposobu adsorpcji badanej czasteczki na odpowiednim podtozu
metalicznym trudno weryfikowa¢ stosowalnos¢ techniki SERS w aspekcie bio/analitycznym. Nalezy
pamigtac, ze W sposobie oddziatywania molekuty z powierzchnig metaliczng dwa typy mechanizmow
odgrywaja role: elektromagnetyczny i chemiczny. Pierwszy z nich wynika ze wzbudzenia
powierzchniowych plazmondéw metalu dajagcych dodatkowe wzmocnienie pola elektromagnetycznego
molekutom znajdujacych si¢ pewnej odlegtosci od metalu. Z kolei, efekt chemiczny wynika z
przeniesienia tadunku pomigdzy zaadsorbowanym analitem a powierzchnig metalu. Pomimo faktu, ze
teoretyczne zrozumienie mechanizmu powierzchniowego wzmocnienia nie jest w petni opracowane’,
szereg badan opublikowanych dotychczas, jasno wskazuje, ze SERS jest technikg wystarczajgco czula
do prowadzenia interdyscyplinarnych badan z zakresu chemii powierzchni, biofizyki, biochemii i
biomedycyny.??* Badania tego rodzaju prowadzone sa od wielu lat i nadal istnieje szerokie spektrum
zagadnien, ktore albo nie byly poddawane weryfikacji eksperymentalnej albo uzyskane wyniki nadal
wymagaja doprecyzowania i wyjasnienia, tak aby poglebi¢ wiedze na temat trzech podstawowych
probleméw techniki SERS: 1/ mechanizmu wzmocnienia sygnatu biomolekut, 2/ rodzaju podioza
metalicznego aktywnego we wzmocnieniu powierzchniowym i ostatecznie 3/ zastosowanie tej techniki
do badan uktadéw biologicznych.

Obserwacja ta stala si¢ motywacjg podjetych przeze mnie badan. Glownym celem bylo
zastosowanie w kontekScie badan biomedycznych wzmocnionej powierzchniowo spektroskopii
rozproszenia ramanowskiego (SERS) pod katem 1/ okre$lenia Ssposobu adsorpcji zwigzkéw o
udokumentowanym dziataniu farmakologicznym poprzez zbadanie ich oddziatywania z powierzchnig
metalu, 2/ badania aktywnos$ci roznych podtozy metalicznych we wzmocnieniu sygnatu analitu wraz z
okresleniem potencjatu techniki SERS dla detekcji analitu w materiale biologicznym oraz 3/ oceny
informacji chemicznej jaka mozna uzyska¢ w badaniach in vitro. Zagadnienia te sg osadzone w nurcie
intensywnych badan nad wprowadzeniem techniki SERS jako komplementarnego narzedzia w
badaniach o charakterze farmakologicznym i medycznym. Wyniki badan, ktore zostaly omowione w
niniejszym autoreferacie zostaly przedstawione jako cykl 10 publikacji, stanowigcych podstawe mojej
rozprawy habilitacyjnej zatytulowanej: Wzmocniona powierzchniowo spektroskopia rozproszenia

L J.R. Lombardi, R.L. Birke, A unified view of surface-enhanced Raman scattering, Acc. Chem. Res., (2009) 42: 734-742; J.R.
Lombardi, R.L. Birke, The theory of surface-enhanced Raman scattering, J. Chem. Phys., (2012) 136: 144704.

2 M. Baia, S. Astilean, T. Iliescu, Raman and SERS investigations of pharmaceuticals, 2008, Springer-Verlag Berlin
Heidelberg, Germany.

% S. Schliicker, Surface enhanced Raman spectroscopy. Analytical, biophysical and life science applications, 2011, Wiley-
VCH, Weinheim, Germany.

4K. Hering, D. Cialla, K. Ackermann, T. Dorfer, R. Méller, H. Schneidewind, R. Mattheis, W. Fritzsche, P. Rosch, J. Popp,
SERS: a versatile tool in chemical and biochemical diagnostics, Anal. Bioanal. Chem., (2008) 390: 113-124.
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ramanowskiego (SERS) w badaniach biomedycznych. Niniejsze opracowanie nie zawiera
szczegOlowego omowienia wszystkich wynikoéw (znajduje si¢ ono w tekstach zatagczonych publikacji),
lecz stanowi przeglad przeprowadzonych badan oraz najwazniejsze, sformutowane na ich podstawie
wnioski.

4.3.2. Cel badan i omdéwienie najwazniejszych wynikow

1/ Okreslenie sposobu adsorpcji zwigzkoéw o udokumentowanym dziataniu farmakologicznym poprzez
zbadanie oddzialywania nanoczastek metalu z modelowymi uktadami:

W swojej pracy podjetam badania zmierzajace do okreslenia oddziatywan z powierzchnig metalu
modelowych  naturalnie  wystgpujacych, niekodowanych  pochodnych  aminokwaséw -
dehydroaminokwaséw, ktore sa zmodyfikowane do formy nienasyconej poprzez wprowadzenie
podwdjnego wigzania pomigdzy atomami wegla C,, i Cg. Taka zamiana tetraedrycznej struktury wokot
atomu C, do trygonalnej indukuje zawade steryczng i w konsekwencji zmienia strukture drugorzedowa
dehydropeptydow w poréwnaniu z odpowiednimi kodowanymi peptydami. Najczesciej wystepujacymi
dehydroaminokwasami sg dehydroalanina (AAla) i dehydrofenyloalanina (APhe). Ta ostatnia
wystepuje dwoch formach izomerycznych, Z i E (A¥Phe/A®Phe). I1zomer E jest mniej stabilny
termodynamicznie. W literaturze spotyka sie w wickszosci badania dotyczace A®Phe. Zainteresowanie
tg klasg peptydow wynika z ich farmakologicznego i fizjologicznego dziatania oraz wystgpowania w
wielu biopeptydach, np. opioidach, tyreoliberynie, czy bradykininie oraz penicylinach,
cefalosporynach i gramicydynie.®> Peptydy zawierajace dehydroaminokwasy byty badane ze wzgledu
na ich inhibitujace dzialanie wzglgdem nikotynowych receptoréw cholinowych, ludzkiej
acetylocholinerazy czy butyrylocholinerazy. Tu, modelowanie molekularne wskazuje na blokowanie
tyrozyny, tryptofanu czy tez seryny poprzez pierScien fenylowy dehydrofenyloalaniny.®
Dehydroalanina w nizynie inhibituje wzrost sporow bakteryjnych poprzez reakcje z grupami
sulfhydrylowymi znajdujacymi sie w blonie komérkowej.” Wykazano rowniez, iz peptydy zawierajace
reszte APhe jak i AAla dziatajg jako substraty katepsyny C odpowiedzialnej za takie schorzenia jak
dystrofia miesniowa, artretyzm reumatoidalny czy rak podstawnokomorkowy skory.® Ich dziatanie jest
scisle powigzane z rodzajem konformacji wymuszanej przez obecnos¢ poszczegdlnych
dehydroaminokwaséw. Izomery E i Z dehydrofenyloalaniny czesto sa wykorzystywane jako sonda
topograficzna dla okre$lenia lokalnych oddziatywan ligand — receptor, w ktorych receptor biatkowy
precyzyjnie uprzywilejuje ktoras z form. Na przyklad, litoryna z A¥Phe jest antagonista, podczas gdy
litoryna z A®Phe dziata jak agonista.’

¥ S.F. Nandel, R. Jaswal, New type of helix and 2; ribbon structure formation in poly ALeu peptides: Construction of a single-
handed template, Biomacromolecules, (2007) 8: 3093-3101; K. Hamada, S. Shinoda, H. Oku, K. Komagoe, T. Katsu, R.
Katakai, Synthesis of low-hemolytic antimicrobial dehydropeptides based on gramicidin S, J. Med. Chem., (2006) 49: 7592-
7595.

® H.A. Grigoryan, A.A. Hambardzumyan, M.V. Mkrtchyan, V.O. Topuzyan, G.P. Halebyan, R.S. Asatryan, a,f-
Dehydrophenylalanine choline esters, a new class of reversible inhibitors of human acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase, Chem. Biol. Interactions, (2008) 171: 108-116.

" L.D. Kluskens, A. Kuipers, R. Rink, E. de Boef, S. Fekken, A.J.M. Driessen, O.P. Kuipers, G.N. Moll, Post-translational
modification of therapeutic peptides by NisB, the dehydratase of the lantibiotic nisin, Biochemistry, (2005) 44: 12827-12834.
& M. Makowski, M. Pawelczak, R. Latajka, K. Nowak, P. Kafarski, Synthesis of tetrapeptide p-nitrophenylanilides containing
dehydroalanine and dehydrophenylalanine and their influence on cathepsin C activity, J. Peptide Sci., (2001) 7: 141-145.

® H.I. Mosberg, R.K. Dua, I.D. Pogozheva, A.L. Lomize, Development of a model for the delta-opioid receptor
pharmacophore. 4. Residue 3 dehydrophenylalanine analogues of Tyr-c[D-Cys-Phe-D-Pen]OH (JOM-13) confirm required
gauche orientation of aromatic side chain, Biopolymers, (1996) 39: 287-296.
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Bazujgc na tak szerokim zainteresowaniu pod katem farmakologicznym i biologicznym, podjetam
si¢ okreslenia relacji pomiedzy strukturg dehydropeptyddéw i ich sposobem adsorpcji na powierzchni
metalicznej stosujac spektroskopie SERS, tym bardziej, ze w literaturze brak byto opisu widm SERS
tej grupy peptydow. Dodatkowo badania te byly uzupetnione korelacja struktury molekularnej z
charakterystyka spektralng zarejestrowang w widmach FTIR i normalnego efektu ramanowskiego ze
szczegdlnym uwzglednieniem struktury drugorzedowej peptydéw. Ponadto, dla dehydropeptydéw
posiadajacych grupe funkcyjng ulegajaca deprotonacji, badatam réwniez wptyw pH na mechanizm
adsorpcji. W swoich badaniach uwzglednitam seri¢ di- i tridehydropeptydéw o ogodlnej budowie Gly-X
i Gly-X-Gly, gdzie X: AAla, A¥Phe i A®Phe. Dodatkowo terminalne reszty aminokwasowe byly
zablokowane dla niektorych peptydéw grupa tert-butyoksykarbonylowa (Boc) czy grupa estru
metylowego (OMe). Wybor takich zwigzkéw byt podyktowany potrzebg systematycznych badan jak
reszta dehydroaminokwasowa i jej bezposrednie otoczenie wptywa na zmiang struktury molekularnej i
w konsekwencji na sposob adsorpcji. Badatam oddziatywanie tych zwigzkow ze schropowaconymi
elektrodami i koloidalnymi nanoczastkami srebra i zlota, ale ze wzgledu na stabe oddzialywanie ze
zlotem, ostateczng analiz¢ przeprowadzitam dla powierzchni srebra. Widma SERS zarejestrowano przy
wspotpracy z Zespotem Prof. dr hab. J. Bukowskiej z Uniwersytetu Warszawskiego (Wydzial Chemii).
Wyniki zebratam w publikacjach H1-H4 i byly one rezultatem projektu Nr 4 (Zat. 2a) finansowanego
przez MNiSzW, ktorego bytam kierownikiem.

W pierwszym kroku (H1) okreslitam sposob adsorpcji didehydropeptydow z serii: Boc-Gly-X,
gdzie X: AAla, A¥Phe i A®Phe uzywajac jako podtoza metalicznego koloidalnych nanoczastek srebra.
Badania te byly wsparte szczegbélowa analizg strukturalng na podstawie eksperymentalnych i
teoretycznych (metoda DFT) widm FTIR i normalnego efektu ramanowskiego. Wskazaty one na
obecnos¢ silnego efektu rezonansowego pomiedzy ukladem m-elektronowym wigzania C,=Cg,
amidowego 1 pierScienia fenylowego, dla pochodnych z dehydrofenyloalaning, determinujac
konformacj¢ wokot wigzania amidowego w uktadzie Gly-X. Analiza ta znalazta potem zastosowanie w
badaniach spektroskopowych tripeptydow bez koniecznoséci stosowania czasochtonnych obliczen
kwantowo-chemicznych, co opublikowano w pracy H4. Byla ona rowniez wykorzystana w opisie
widm SERS. Do ich rejestracji wymagane byto uzycie roztworu o zasadowym pH, przekraczajacym
znacznie statg protonacji zwiazkoéw, co oznaczato, ze efektywne oddziatywanie z powierzchnig srebra
zachodzi gléwnie poprzez terminalny jon karboksylowy. Taki mechanizm adsorpcji potwierdzity
widma SERS. Posta¢ i potozenie pasm markerowych dla grupy COO™ wskazaty roznice dla kazdej z
badanych pochodnych. Jon karboksylowy w peptydzie z reszta AAla przyjmuje pozycje zgictag ale
jednolita i wzmocnienie pasm tej grupy wykazuje duzy wkiad mechanizmu z przeniesieniem tadunku.
Ponadto, wymusza rowniez zmiany w konformacji dipeptydu na skutek oddziatywania z powierzchnia
metalu wigzania peptydowego pomiedzy Gly i AAla. Z kolei dla peptydéw z oboma izomerami APhe,
zjonizowana grupa karboksylowa przyjmuje pozycje bardziej prostopadta dla izomeru E niz dla Z i to
oddziatywanie jest silniejsze dla A®Phe niz A®Phe. Uktad >C=C-Ph rowniez bierze udzial w
oddziatywaniu w nanoczgstkami srebra, a w przeciwienstwie do peptydu z dehydroalaning nie
obserwuje si¢ znaczgcych zmian w konformacji molekut z dehydrofenyloalaning. W kolejnej pracy
(H2) skupitam sie na uktadach modelowych posiadajgcych w swojej budowie oba izomery APhe (Gly-
APhe i Gly-APhe-Gly) i na ich mechanizmie adsorpcji uwzgledniajac fakt, ze do molekut
wprowadzono dodatkowo potencjalne grup oddziatywania z metalem. Te badania uwzglednialy
réwniez zmiany w protonacji N- i C-konca peptydoéw jak i rodzaj podtoza metalicznego (elektroda i
zol). Rodzaj powierzchni metalu wptywa na mechanizm adsorpcji zmieniajac site oddziatywania metal



Kamilla Matek, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie
Zalacznik 1a

— czasteczka jak i miejsce adsorpcji. Widma FTIR i normalnego efektu ramanowskiego wykazaty, ze
peptydy z izomerem E charakteryzuja si¢ silniejszymi wigzaniami wodorowymi, w ktore
zaangazowane s3 grupy peptydowe niz te z izomerem Z dehydrofenyloalaniny. Ponadto,
scharakteryzowatam pasma markerowe w widmach ramanowskich dla obu izomeréw oraz
zauwazytam, ze potozenie pasma dla drgania wigzania C,=Cp jest zalezne od struktury peptydu a nie
rodzaju izomeru dehydrofenyloalaniny. Analiza widm SERS dla tych czterech pochodnych wykazata
podobnie do dipeptydéw typu Boc-Gly-X, iz gtéwnym miejscem adsorpcji jest zjonizowana grupa
karboksylowa i nawet jesli nie wystepuje w takiej formie w obecno$ci metalu, to powierzchnia
elektrody i zolu srebra wymusza jej deprotonacj¢. Jej orientacja wzgledem podioza jest zmienna od
ptaskiej do lekka pochylej i jest czula na kwasowo$¢ roztworu i Strukture molekularng
dehydropeptydu. Silng preferencj¢ do oddzialywania poprzez jon karboksylowy zauwazono dla
elektrody srebra, co nalezy wytlumaczy¢ dodatnio natadowang powierzchnig metalu i kulombowskim
przyciaganiem przez nig anionu. Udzial wigzania C,=Cs w adsorpcji jest silnie zalezny od
otaczajacych go reszt aminokwasowych w przeciwienstwie do serii dehydropeptydéw Boc-Gly-X. Z
kolei wzmocnienie drgan pierScienia fenylowego i grupy N-konca jest preferowane dla
dehydropeptydow posiadajacych izomer A“Phe. Kontynuujac badania tego typu peptydow,
przeprowadzitam analize strukturalng i mechanizmu adsorpcji tripeptydow o ogdlnym wzorze Boc-
Gly-X-Gly-Y, gdzie X to AAla, A“®Phe a Y: Boc, COOH stawiajac pytanie jaka orientacjc na
powierzchni metalu wymusi konformacja tancucha peptydowego (okreslona w pracy H3,H4) oraz
blokada C-konca przez grup¢ Boc. Szczegdtowa dyskusja nad widmami SERS jest zawarta w pracy
H3. Zaskakujacym okazatl si¢ fakt, iz ta grupa zwigzkoéw jest aktywna w sensie wzmocnienia
powierzchniowego na elektrodzie srebrnej ale nie na koloidalnych nanoczastkach srebra. W przypadku
pochodnych z dehydroalaning zarejestrowano jedynie SERS dla peptydu z wolnym C koncem w
wyniku oddziatywania pochylonego do metalu jonu karboksylowego. Pozostata czes¢ tancucha, tj.
Boc-Gly-, charakteryzujaca sie¢ a-helikalng konformacja, jest ustawiona prostopadle do powierzchni,
podczas gdy otoczona dwoma resztami glicyny dehydroalanina jest zgieta. Na skutek takiego
oddzialywania struktura helikalna ulega pewnym deformacjom jak wskazuja potozenia pasm
amidowych w widmach SERS i FTIR. Wprowadzenie do czasteczki tripeptydu danego izomeru
dehydrofenyloalaniny prowadzi do réznych wtasciwosci spektralnych widocznych w widmach FTIR,
ramanowskich jak i SERS. Analizujac widma SERS dla peptydéw zawierajacych A®Phe, zauwazytam
ze dla Boc-Gly-A®Phe-Gly-OMe fragmentem oddzialywujacych z powierzchnia metalu jest jedynie
pierscien fenylowy wyeksponowany poza gtéwny szkielet molekuty a dla molekuty z wolnym C-
koncem miejscami aktywnymi jest utozony horyzontalnie jon karboksylowy i prostopadle ustawiony
pierscien fenylowy. Dodatkowo, tu réwniez dla obu zwigzkéw, istnieje oddziatywanie szkieletu
peptydowego ze schropowacong elektroda srebrng jak wskazaty pasma w widmach SERS przypisane
do drgan amidowych. Zastgpienie izomeru Z dehydrofenyloalaniny izomerem E prowadzi do
wzmocnienia jedynie drgan grupy styrylowej ustawionej prostopadle do metalu dla peptydu
zablokowanego na N- i C-koncu a lekko pochylej dla pochodnej z wolnym C-koficem. Dla tego
ostatniego nie zaobserwowano oddziatywan metal — jon karboksylowy.

Podsumowujac t¢ czgs¢ badan, w pracach H1-H4 opracowano sposob adsorpcji szeregu
dehydropeptydow. W oddziatywaniu z zolem srebra, mechanizm elektromagnetyczny dominuje we
wzmocnieniu SERS tej klasy peptydow, a wkiad efektu z przeniesieniem tadunku jest
charakterystyczny dla oddziatywania ze schropowacong elektroda srebrng. Pasma SERS pierscienia
fenylowego pojawiajg si¢ we wszystkich widmach SERS co odpowiada jego udziatlowi w funkcjach
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biologicznych, jak wspomniano we wstgpie. Zauwazono, ze zmienia si¢ ich intensywno$¢ wzglgdem
wzmocnienia pasma przypisanego do drgan C,=Cp, wskazujac na sprzezenie w grupie styrbenowe;j
wynikajace z Wwzajemnego przestrzennego ulozenia podwdjnego wigzania C=C 1 pierScienia
fenylowego. Wykazano rowniez, iz grupa karboksylowa bierze rowniez udziat w oddziatywaniu z
podtozem metalicznym. Wskazano pasma markerowe definiujace jej orientacje ptaska, pochylong lub
prostopadta.

Biorac pod uwage przedstawiony powyzej aspekt zwigzany z zastosowaniem techniki SERS do
okreslenia mechanizmu adsorpcji substancji o funkcji biologicznej, zdatam sobie sprawg, ze w
literaturze brak jest bezposredniego pordwnania sposobu adsorpcji danego leku na powierzchni

metalicznej okre§lonej na podstawie widm
SERS i oddzialywania tegoz leku z

Q O Q O Q O odpowiednim receptorem. Stad, podjetam
N N N

P - domipramina o badania, aby zweryfikowa¢  takie
n e “ zastosowanie  spektroskopii SERS na
S s o dobrze zdefiniowanym modelu. Do tego
L ! G celu wybratam sze$¢  trojeyklicznych

lekow przeciwdepresyjnych (Rys. 1),
ktoérych mechanizm oddziatywania z
receptorem jest szeroko badany i dobrze
poznany pod katem farmakologicznym jak
i strukturalnym.’® Wyniki badan sa
N szczegolowo opisane w pracy H5. Na
Sy CHy podstawie stosunkow pasm w widmach
Rys. 1. Wzory strukturalne badanych trojeyklicznych lekow antydepresyjnych. klasycznego rozproszenia ramanowskiego
i tego wzmocnionego powierzchniowo na nanoczgstkach srebra zaproponowatam sposob adsorpcji dla
badanych lekow wskazujac, ze nawet niewielka zmiana w budowie leku wptywa na identyfikowalne w
widmach SERS zmiany w adsorpcji tych lekow.
Widma SERS jednoczes$nie wskazaty, iz gtbwnym miejscem oddziatywania wszystkich lekoéw jest

amiayptylina
(Ami)

doksepina
(Dox)

n-elektronowy uktad trojpierscieniowy i metylo-aminopropylowy tancuch boczny, podobnie do
dokowania si¢ tych ligandow w ukfadzie transporterdw serotoniny i leucyny'®, gdzie system
pier$cieniowy leku jest ulozony prawie prostopadle do ptaszczyzny hydrofilowej kieszeni receptora.
Aczkolwiek pozycja poszczegdlnych lekoéw jest troche odmienna a wiec specyficzna dla kazdego z
nich. Zaproponowatam w pracy H5, ze stosunki intensywnosci integralnych pasm pochodzacych od
drgania ,,0ddychajacego” (ang. breathing) pierscienia dibenzoazepinowego i od drgania 8a
(rozciagajace wigzania C=C) roznig si¢ dla poszczegdlnych grup lekow wskazujac na roznice w
orientacji uktadu pierscieni. Na przyktad, dla grupy lekow Imi, Des i Clo (Rys. 1) pierscien
klomipraminy na skutek podstawienia atomem chloru jest mniej nachylony niz imipraminy i
dezypraminy co potwierdza modelowanie molekularne'®. Podobna orientacje zaproponowatam dla

g, Sinning, M. Musgaard, M. Jensen, K. Severinsen, L. Celik, H. Koldsg, T. Meyer, M. Bols, H.H. Jensen, B. Schigtt, O.
Wiborg, Binding and orientation of tricyclic antidepressants within the central substrate site of the human serotonin
transporter, J. Biol. Chem. (2010) 285: 8363-8374; S. Sarker, R. Weissensteiner, |. Steiner, H.H. Sitte, G.F. Ecker, M.
Freissmuth, S. Sucic, The high-affinity binding site for tricyclic antidepressants resides in the outer vestibule of the serotonin
transporter, Mol. Pharm., (2010) 78: 1026-1035; A. Penmatsa, K.H. Wang, E. Gouaux, X-ray structure of dopamine
transporter elucidates antidepressant mechanism, Nature, (2013) 503: 85-91; H. Wang, A. Goehring, K.H. Wang, A.
Penmatsa, R. Ressler, E. Gouaux, Structural basis for action by diverse antidepressants on biogenic amine transporters
Nature, (2013) 503: 141-145.
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nortryptyliny, co zgodne jest z faktem, ze czasteczki tego leku sa zaklinowane pomiedzy
membranowymi helisami transportera dopaminy™. Nie opracowano dotychczas w literaturze sposobu
oddziatywania dla amitryptyliny i doksepiny, ktére wraz z nortryptyling posiadajg dodatkowo wigzanie
C=C wbudowane w tancuch boczny. Na podstawie widm SERS zaproponowatam marker spektralny,
stosunek intensywnos$ci pasm pochodzacych od tréjpier§cieniowego ukladu i wigzania C=C, ktory
wskazatl, ze oddziatywanie Ami i Dox poprzez uklad m-elektronowy jest silniejsze niz Nor a obecno$¢
atomu tlenu w doksepinie nie wywotuje znaczacych zmian w sposobie adsorpcji, podobnie jak dla
nortryptyliny. Zaproponowatam réwniez sposob przestrzennego ulozenia tancucha metylo-
aminopropylowego wskazujac markery spektralne dla identyfikacji jego oddziatywania z
nanoczastkami srebra. Dodatkowo, zauwazytam ze adsorpcja lekow jest zalezna od obecnosci jondw
chlorkowych. Ich nadmiar, powyzej stosunku molowego lek:Cl" = 1:1, ostabial oddziatywanie
czasteczek badanych zwigzkow z powierzchnig metalu. Ta obserwacja jest zgodna z koncepcja
stabilizowania dokowania tych lekéw przeciwdepresyjnych w receptorze poprzez jeden jon
chlorkowy.'® Praca ta wskazata, ze spektroskopia SERS moze byé pomocna jako komplementarne
narzedzie w badaniach farmakologicznych czy w modelowaniu molekularnym podajac ogdlny model
oddziatywan ligand — receptor.

2/ Badania aktywnosci réznych podtozy metalicznych do wzmocnienia sygnatu analitu wraz z
okresleniem potencjatu techniki SERS dla detekcji analitu w materiale biologicznym:

Jednym z pytan, ktore powstalo w trakcie moich badan z wykorzystaniem powierzchniowo
wzmocnionej spektroskopii ramanowskiej bylo okreslenie jej potencjatu jako techniki w analizie
ilosciowej. Jak wiadomo, jest to technika bardzo czuta, dajaca mozliwo$¢ identyfikacji analitow
réznigcych si¢ nieznacznymi réznicami strukturalnymi jak rowniez dostarczajaca mozliwos¢
ultraczulej detekcji. Tlosciowa analiza z zastosowaniem SERS nadal wymaga weryfikacji, poniewaz
wiele czynnikow wpltywa na jako$¢ uzyskanej odpowiedzi, np. rodzaj podtoza metalicznego i jego
stabilno$¢, rodzaj analitu i powtarzalno$¢ pomiaru. Nie jest to metoda, ktora weszta do laboratorium
jako rutynowy sposob analizy. Aczkolwiek nadal jest podejmowanych wiele badan majac na uwadze
zalety SERS skoro moze to by¢ technika szybka (w poroéwnaniu np. z chromatografig) i
niewymagajaca zbyt wielu procedur przygotowania probki do pomiaru.’* Do tego celu wybralam
imipraming i dezypraming opisane powyzej ze wzgledu na to, ze szereg technik analitycznych zostato
juz przetestowanych w celu detekcji tej klasy farmaceutykow w badaniach toksykologicznych w
probkach osocza.” Ponadto, dezypramina réwniez jest metabolitem imipraminy. W publikacji H6
przestawitam podsumowanie tychze badan prowadzonych przy wspotpracy z Zespotem Prof. dr hab. P.
Koscielniaka (Wydziat Chemii UJ). Analogiczne wyniki uzyskano w pracy magisterskiej pani Mgr A.
Jaworskiej, ktorej bytam promotorem, dla pozostatych lekéw przeciwdepresyjnych przedstawionych
na Rys. 1. Jako cel postawitam sobie zweryfikowanie nastepujacych zatozen: 1/ jaka jest odpowiedz
spektralna leku i jego metabolitu w funkcji stezenia w widmach SERS w probce biologicznej i czy 2/
wobec faktu ze stosowane w diagnostyce medycznej techniki muszg wyekstrahowac analit z materiatu

s EJ. Bell, N.M.S. Sirimuthu, Quantitative surface-enhanced Raman spectroscopy, Chem. Soc. Rev., (2008) 37: 1012-
1024.

2k, Madej, P. Koscielniak, Review of analytical methods for identification and determination of PHEs and tricyclic
antidepressants, Crit. Rev. Anal. Chem., (2008) 38: 50-66.

13 A, Jaworska, Opracowanie metody analizy tréjpierscieniowych lekéw przeciwdepresyjnych metodg powierzchniowo
wzmocnionej spektroskopii ramanowskiej (SERS), praca magisterska, UJ, Krakoéw, 2010.
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biologicznego (jak np. w chromatografii), taka procedura jest wymagana do detekcji leku i jego
metabolitu technika SERS. Stosujac standardowy protokot ekstrakcji do fazy statej (SPE, ang. Solid-
Phase Extraction) wyekstrahowano z osocza ludzkiego obie substancje i zarejestrowano widma SERS
uzywajac zolu srebra jako podtoza. Ten ostatni przygotowano w trzech réznych syntezach dajacych
rozmiar nanoczastek srebra od 20 do 60 nm. Zauwazono, ze najsilniejsze wzmocnienie sygnatu
ramanowskiego obserwuje si¢ dla nanoczastek srebra o rozmiarze 30-40 nm otrzymanych poprzez
redukcje jondw srebra hydroksylaming w $rodowisku zasadowym wskazujac, ze dobor podtoza
metalicznego musi by¢ indywidualny dla danego analitu. Rejestrujac widma SERS w zaleznosci od
stezenia Imi i Des, zauwazono ze sygnat SERS Imi zanika przy stezeniu rzedu 1 uM a jej metabolitu
przy okoto 10 uM. Izoterma Langmuira dla imipraminy wskazala, ze wysycenie miejsc aktywnych na
czastkach metalu nastepuje przy dos¢ wysokim stezeniu 25 uM. Krzywa ta wskazata tez dwa zakresy
liniowej zaleznosci pomiedzy intensywnoscia pasm markerowymi leku a jego stezeniem z bardzo
dobrym dopasowaniem i mozliwoscia detekcji imipraminy na poziomie jej dzialania toksycznego. Ze
wzgledu na to, ze w procesie ekstrakcji analitu z osocza konieczna byta rekonstytucja probki
porownali$my intensywno$¢ sygnatu SERS imipraminy i dezypraminy bezposrednio w probce osocza.
Wykazalis$my, ze sygnal imipraminy jest prawie 10-krotnie wyzszy dla probki leku w osoczu niz dla
probki po ekstrakeji do fazy statej, co wskazuje, ze w dalszych pracach nad analitycznym oznaczaniem
trojcyklicznych lekéw mozna skroci¢é czas analizy. Interesujacym byt fakt, ze w przypadku
dezypraminy intensywno$¢ markeréw metabolitu Imi byta wyzsza dla probek ekstrahowanych, co
moze wynika¢ z faktu zaobserwowanego w pracy H5, ze usuniecie jednej grupy metylowej z tancucha
aminopropylowego w dezypraminie powoduje stabsze wzmocnienie powierzchniowe sygnatu
ramanowskiego i stad ewentualne blokowanie miejsc aktywnych na powierzchni srebra przez sktadniki
0S0ocCza.

W trakcie mojej pracy nad zastosowaniem techniki SERS do celow analitycznych, powstato
szereg pytan dotyczacych stabilnosci sygnatu SERS przy uzyciu zoli srebra. W tym celu w ramach
pracy magisterskiej pod moim kierunkiem i przy wspotpracy z Zespotem Prof. dr hab. Z. Adamczyka z
Instytutu Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie, przetestowatam szereg czynnikow
majacych wptyw na intensywnosc¢ i powtarzalno$¢ sygnatu SERS, tj. Srednica nanoczastek srebra i ich
stezenie, agregacja pod wplywem elektrolitow, sposob oczyszczania i przechowywania.™ Wynikiem
tych prac byto stwierdzenie, ze sygnat SERS analitu (wybrano rodaming 6G, pdzniej stosowana w
badaniach in vitro) jest zmienny dla réznych syntez danego zolu w zakresie 10 % i aby zwickszy¢
sygnat analitu i przedtuzy¢ trwato$¢ zolu zalecane jest jego oczyszczanie, np. w procesie ultrafiltracji
membranowej. Najlepsza powtarzalno$cig i stabilnoscig sygnatu charakteryzowaty si¢ zole o rozmiarze
40 — 50 nm, co rowniez zaobserwowano dla koloidow ztota zastosowanych w badaniach in vitro. Praca
ta wskazala na konieczno$¢ wieloparametrowego badania (UV-Vis, DLS, AFM/SEM, ruchliwos¢
elektroforetyczna) zoli metalu przed ich uzyciem w celach analitycznych tak, aby mie¢ pewnos$¢, ze
intensywnos$¢ sygnatu i jego zalezno$¢ od stgzenia nie jest uwarunkowana wiasciwosciami fizyko-
chemicznego zolu, np. indeksem polidyspersyjnosci, a wtasciwosciami badanego analitu. W swojej
pracy badawczej nad wyznaczaniem orientacji bioaktywnych molekut uzywatam réwniez jako podtoza
SERS schropowaconych elektrod srebra (H2, H3). Uzycie ich bylo ograniczone do zwiazkow
zawierajacych grupy funkcyjne wykazujace silne powinowactwo oddzialywania z powierzchnig
metaliczng, np. grupa tiolowa, pierscien fenylowy, jon karboksylowy lub uktady m-elektronowe.

1% D. Synowiec, Zastosowanie zoli srebra o wybranych wlasciwosciach fizykochemicznych w powierzchniowym wzmocnieniu
rozpraszania ramanowskiego efektu Ramana, praca magisterska, UJ, Krakow, 2012.
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Wymagaty one dlugiego czasu inkubacji analitem a i tak
w wielu przypadkach pomiary SERS przeprowadzatam
po odparowaniu roztworu i obserwowatam spora
zmienno$¢ profilu widma (H3). Preparatyka takiej
elektrody, co prawda nie jest czasochtonna, ale
utworzenie  schropowaconej  struktury na calej
powierzchni jest ograniczone jak pokazano na rysunku
2A. Przedstawia on mikrofotografic SEM elektrody
srebrnej uzywanej w moich badaniach. Jednym z
kluczowych aspektow pracy z technika SERS jest
preparatyka podtozy metalicznych dajacych powtarzalny
sygnal analitu o jak najwieckszym wzmocnieniu.
Wigkszos¢ badan biomedycznych z uzyciem techniki
SERS jest prowadzonych przy zastosowaniu tatwych w
syntezie koloidow srebra i zlota. Z drugiej strony,
kontrolowana preparatyka nanostruktur o zdefiniowanym
ksztalcie i rozmiarze jest atrakcyjnym rozwigzaniem,
zwlaszcza, jesli dazy si¢ do zastosowan wymagajacych
duzej liczby powtarzalnych w budowie podtozy. Wiele
nanostruktur o roéznym rozmiarze i ksztalcie, np.

Rys. 2 Obrazy SEM A. chropowate elektiody  gzesciandw, oktaedrow, poréw, drutdow itp., bylo

Srebn_lej uzywmlej_ W mowl.l badaniach, BT badanych pod katem ich stosowalnosci w badaniach

nanostruktury  heksagonalne; przygotowane; )

przez napylenie warstwy srebra na matryce SERS. Wykazaly one, Ze tak zaprojektowane podtoza

aluminowa. mogg efektywnie wzmocni¢ sygnat ramanowski nawet na
poziomie detekcji pojedynczej molekuty.”>*® Ponadto, pomiar widma SERS z kilku miejsc danej
nanostruktury powinien dostarczy¢ powtarzalny sygnat badanego analitu, aby moc zastosowaé takie

podtoze do celéw analitycznych. W celu zbadania tego problemu, podjetam prace nad aktywnoS$cig
SERS czterech nanostruktur w ksztatcie plastra miodu, ktore réznity si¢ obecno$cig nanoczapek i
nanoporéw oraz rozmiarem komorki ($rednica sze$cianu i gruboscia jego Sciany). Szczegodty tych
badan sg opisane w pracy H7, ktora powstata przy wspolpracy z Zespotem dr hab. G. Sulki (Wydziat
Chemii UJ). Przyktadowa nanostruktura z nanoczapkami jest przedstawiona na Rys. 2B,
charakteryzuje si¢ ona $rednicg komorki — 58 nm i $rednicg pora - 19 nm. Zwigzkiem chemicznym
ktory uzytam jako analit byta rodanina (2-tio-4-ketotiazolidyna). Charakter jej oddzialywania z
koloidalnymi nanoczastkami srebra zostat zdefiniowany przeze mnie we wcze$niejszych badaniach.
W pracy H7 wykazatam, ze tak zsyntezowane struktury wzmacniajg sygnat ramanowski na sposob
bardzo podobny do zolu srebra, aczkolwiek granica wykrywalno$ci rodaniny dla tych nanostruktur
byta o rzad wielkosci mniejsza niz dla koloidu srebra bez wzgledu na rodzaj uzytej nanostruktury.
Dodatkowo zauwazytam, ze obecno$¢ nanoczapek w sieci szescianéw generuje prawdopodobnie dwa
aktywne miejsca oddziatywania rodaniny z tego typu podtozem SERS, co odzwierciedla wzrost

1 H. Ko, S. Singamaneni, V.V. Tsukruk, Nanostructured surfaces and assemblies as SERS media, Small, (2008) 4: 1576-
1599.

16 p.G. Etchegoin, E.C. Le Ru, A perspective on single molecule SERS: current status and future challenges, Phys. Chem.
Chem. Phys., (2008) 10: 6079-6089.

17 K M. Marzec, B. Gawel, W. Lasocha, L.M. Proniewicz, K. Malek, Interaction model between rhodanine and silver species
on nanocolloidal surface and in solid state J. Raman Spectrosc., (2010) 41: 543-552.
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intensywnosci pasm dla dwoch réznych tautomerow molekuty. Biorac pod uwage geometri¢ i
morfologi¢ heksagonalnych nanostruktur, wskazatam na podstawie widm SERS, iz najbardziej
efektywnym podtozem jest ten spreparowany na porowatym tlenku glinu, anodowanym w kwasie
siarkowym. Charakteryzuje si¢ on mniejszg Srednica nanoporéw i struktura jest bardziej upakowana
niz dla analogicznego podioza anodowanego w kwasie szczawiowym. Wykazatam, iz wzrost
intensywnosci sygnatu analitu jest odwrotnie proporcjonalny do stosunku rozmiar pora/grubos¢ $ciany.
Odwrotna tendencje¢ zauwazylam dla nanostruktur przygotowanych na podltozu aluminium
posiadajacych w swojej budowie nanowglebienia i nanoczapki w wierzchotkach szeScianow. Dla takiej
geometrii wydaje si¢, ze istnieje kompensacja rozktadu pola elektromagnetycznego wzmacniajacego
rozpraszanie ramanowskie pomig¢dzy blisko potozonymi nanoczapkami a dtugimi nanowglebieniami,
co skutkuje ostabieniem sygnalu SERS. W pracach badajacych stosowalno$¢ nanostruktur dla
spektroskopii SERS zazwyczaj rejestruje si¢ kilka, kilkanascie widm analizujac je nastepnie pod katem
powtarzalnosci i granicy wykrywalnosci analitu. W moim podejéciu zastosowatam po raz pierwszy,
wedhug mojej wiedzy, technike obrazowania ramanowskiego, aby zarejestrowa¢ wariacje sygnatu na
reprezentatywnej powierzchni nanostruktury. Pozwolito to na obserwacje zmian w intensywnos$ci pasm
dla kilku tysiecy widm. Topografia tej samej powierzchni byta nastepnie wyznaczona przy uzyciu
mikroskopii sit atomowych, AFM, tak aby skorelowa¢ ewentualne zmiany spektralne z defektami
powierzchni podtoza SERS. Wyniki tych badan wskazaly, ze tak przygotowane powierzchnie
dostarczajg stabilnego sygnatu SERS, biorac pod uwage mechanizm oddzialywania rodaniny z
powierzchnig srebra. Natomiast analiza map SERS dla pasma markerowego rodaniny wskazata na
znaczne roéznice w intensywnosci sygnatu, ktoére nie zawsze mozna skorelowaé¢ z defektami
nanostruktury. Na tym etapie badan wydaje sig, ze przyczyna moga by¢ niewielkie zmiany w grubosci
warstwy srebra, niemierzalne technika AFM lub zmiany w kinetyce adsorpcji molekut rodaniny. Te
badania zwrocily moja uwage na fakt, ze zdefiniowane w ksztalcie i rozmiarze nanostruktury nie sa
jednak panaceum dla badan analitycznych z zastosowaniem SERS. Niewatpliwie sa uzyteczne w
korelowaniu danych eksperymentalnych z teoretycznymi obliczeniami skierowanymi w kierunku
okreslenia mechanizmu i sity wzmocnienia powierzchniowego, dla ktorych stabo-zdefiniowane
agregaty nanoczastek metalu w roztworze nie oddaja rozmiarow miejsc aktywnych i stad
uniemozliwiaja modelowanie.

3/ Ocena informacji chemicznej w badaniach in vitro:

Jednym z zastosowan spektroskopii SERS do okreslenia sktadu i wlasciwoséci uktadow
biologicznych jest przytaczanie molekut o wysokim przekroju czynnym na zjawisko SERS (tzw.
reporteréw ramanowskich) do koloidalnych nanoczastek ztota (AuNPs) i nastepnie wprowadzenie ich
do wnetrza komorek.™® " ?° Proces transportu do wnetrza komorek jest zalezny od rodzaju czastek i
typu komoérek a wybdr reportera ramanowskiego jest podyktowany spodziewang odpowiedzig
spektralng analizowanego uktadu rejestrowang w widmach SERS. W swoich badaniach, opisanych w
pracach H8-H10, skupitam si¢ na komorkach makrofagow i $rodbtonka a jako reporter ramanowski

8 W.E. Doering, M.E. Piotti, M.J. Natan, R.G. Freeman, SERS as foundation for nanoscale, optically detected biological
labels, Adv. Mat., (2007) 19: 3100-3108.

193.p. Scaffidi, M.K. Gregas, V. Seewaldt, T. Vo-Dinh, SERS-based plasmonic nanobiosensing in single living cells, Anal.
Bioanal. Chem., (2009) 393: 1135-1141.

2 A Matschulat, D. Drescher, J. Kneipp, Surface-enhanced Raman scattering hybrid nanoprobe multiplexing and imaging in
biological systems, ACS Nano, (2010) 4: 3259-3269.
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wybratam szereg organicznych barwnikow majacych jednoczesnie whasciwosei fluorescencyjne (jako
referencja do metody SERS) oraz kwas 4-merkaptobenzoesowy (czuly na zmiang pH). Wybor
barwnikow organicznych wynikal z mozliwosci optymalnego $ledzenia ich dystrybucji we wnetrzu
komorki oraz tatwego ich zastepowania przez biomolekuty znajdujace si¢ w bezposrednim sasiedztwie
powierzchni metalu. Badania te byly prowadzone w ramach projektu Nr 3 w Zat. 2a. W pierwszym
etapie testowana byla seria barwnikow organicznych (rodamina B, rodamina 6G, zielen malachitowa,
r6z bengalski, fiolet krystaliczny i bigkit tryptanowy), nieopisanych dotad w literaturze w kontek$cie
badan in vitro z uzyciem spektroskopii SERS, za wyjatkiem fioletu krystalicznego. Badano rowniez
ich charakterystyke SERS uzywajac jako podtoza metalicznego - nanoczastek ztota o srednicy od 15
do 60 nm. Badania te byly prowadzone w ramach pracy magisterskiej mgr P. Krali, w ktorej petnitam
funkcje promotora. Przeprowadzone doswiadczenia mialy na celu okreslenie stabilno$ci sygnatu SERS
dla danego barwnika i danej $rednicy nanoczastki metalu oraz ich zachowania w komoérkach.?* Na ich
podstawie do badan in vitro na komoérkach makrofagow jako najczgéciej wybieranych uktadach ze
wzgledu na szybki transport nanoczastek do ich wnetrza, wybrano rodamine 6G, rodaming B i zielen
malachitowa i nanoczastki ztota o rozmiarze 40-45 nm. Wyniki tych badan s omdéwione szczegdtowo
w pracy H8. Mapowanie SERS i pomiar cytotoksyczno$ci wykazaty, ze kazdy rodzaj reportera jest
przytaczony do czastek ztota po ich transporcie do komorek nie powodujac ich nekrozy. Analiza map
SERS opracowanych przy uzyciu metody skupien (k-$rednich) wykazala, ze po 12 h inkubacji
komorek nanoczgstkami sg one rozmieszczone wzdhuz membrany i generujg dwojakiego rodzaju
informacj¢ chemiczna, tj. pokazuja typowy profil SERS barwnikéw (ich oddzialywanie z powierzchnia
metalu nie zmienia si¢ w przestrzeni wewnatrzkomorkowej) oraz wzmocnienie drgan molekut
typowych dla uktadow biologicznych. Taki sygnat SERS biomolekut zostat zaobserwowany tylko gdy
uzyto nanoczastek z przytagczonymi molekutami rodaminy 6G i B ale nie zieleni malachitowej. Jest to
zwigzane z silniejszym oddziatywaniem tego ostatniego barwnika z powierzchnig metalu. Badania ta
wykazaty rowniez, ze otrzymuje si¢ bogatsza informacje¢ biologiczng dla inkubacji makrofagéw
nanoczgstkami AuNPs/rodamina 6G niz AuNPs/rodamina B. ldentyfikacja pasm w widmach SERS
wskazata, ze takie podejscie w badaniach in vitro dostarcza informacji o resztach aminokwasowych
zawierajgcych uktad aromatyczny, purynach, pirymidynach jak i lipidach i biatkach. Wynikiem tych
badan bylo stwierdzenie, ze dla dalszego zastosowania techniki SERS w badaniach in vitro sugeruje
si¢ wybor nanoczastek ztota o $rednicy 40 nm i rodaniny 6G jako reportera ramanowskiego.

Prowadzac tego rodzaju badania z zastosowaniem techniki SERS, zwtaszcza skupiajac si¢ na
wybranym typie komorek, wymagane jest wieloparametrowe okreslenie biozgodno$ci, mechanizmu
wychwytu nanono$nikoéw 1 ich dystrybucji we wnetrzu komorek. Takie badania zostaty
przeprowadzone dla zywych komoérek $rodbtonka EA.hy926 (ludzkie komoérki $rodbtonka zyty
pepowinowej) z wykorzystaniem nanoczastek ztota i rodaniny 6G do pomiarow SERS. Badania
opisane sa w pracy H9. Wychwyt nanono$nikdéw zostal okreslony przez 2D i konfokalng spektroskopie
fluorescencyjng poprzez wykorzystanie wiasciwosci fluorescencyjnych reportera ramanowskiego.
Takie wielokierunkowe podejscie do oceny proceséw zwigzanych z wychwytem SERS nanono$nikow
jest jako jedno z nielicznych w literaturze. Ta Seria eksperymentow wykazata, ze wychwyt nanoczastek
uformowanych z AuNPs/R6G jest zjawiskiem wysycajacym si¢ po 2 godzinach inkubacji, po ktérym
nastepuje powolny eksport czastek z komorek. Porownujac wychwyt samego reportera i reportera
przytaczonego do podloza SERS widoczne jest, ze proces dyfuzji molekut rodaminy jest
porownywalny do wychwytu 40 nm nanoczastek zlota, co $wiadczy o wydajnym transporcie

21 p_ Krala, Optymalizacja czgstek zlota do obrazowania SERS pojedynczych komérek, praca magisterska, UJ, Krakow, 2013.
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nanoznacznikoéw przez komorki srodbtonka. Z kolei zmiany intensywnosci fluorescencji rodaminy 6G
zmierzonej dla komorek przetrzymywanych w warunkach o nizszej temperaturze niz 37 °C wskazaly
ze dominujagcym mechanizmem jest proces aktywnego wychwytu — endocytoza, w ktorym nanoczastki
sa otaczane przez utworzone w blonie wakuole i dalej transportowane do wnetrza komorki. 2D i
konfokalna mikroskopia fluorescencyjna wskazaty dystrybucj¢ reportera ramanowskiego w cytozolu,
bez naruszenia granicy z jadrem komodrkowym. Zaobserwowali§my roéwniez agregaty molekut
rodaminy 6G. Tu nalezy podkresli¢, ze pomiary fluorescencyjne dostarczaja jedynie informacji 0
reporterze, nie mozna na ich podstawie wnioskowa¢ o dystrybucji reportera przytaczonego do
nanoczastki metalu w przeciwienstwie do spektroskopii SERS. Nastgpnie, wykazaliSmy na podstawie
mapowania SERS komorek w zalezno$ci od czasu inkubacji, ze najwicksze stezenie AuNPs/R6G
obserwuje si¢ juz po 0,5 h i wraz z wydtuzeniem czasu nastgpuje ,,wymiana” molekut w bezposrednim
sasiedztwie nanoczastki ztota, a uktady AuNPs/R6G migrujg w kierunku blony komodrkowe;j. Stad, juz
po krétkim czasie obserwuje si¢ wzmocnienie SERS drgan lipidow i biatek, a po 4-godzinnej inkubacji
pasma reszt aminokwasowych, puryn i pirymidyn; podobnie do informacji spektralnej uzyskanej dla
makrofagdw w pracy H9. Tak opracowany protokot wskazatl na duzy potencjat techniki SERS dla
okreslenia biochemicznego sktadu zywych komorek.

Reporterem ramanowskim moze by¢ réwniez zwiazek chemiczny, ktéry jest czuty na
specyficzng zmian¢ chemiczng, np. zmian¢ rownowagi kwasowo-zasadowej, potencjatu redoks.
Jednym z waznych zagadnien w chemizmie komorek jest zmiana pH wewnatrzkomorkowego, pH;,
czesto specyficznego dla danej dysfunkcji komoérki. Na przyktad, w komérkach nowotworowych, pH;
jest kwasne.” Znajac juz ogélny mechanizm, ktéry ma miejsce przy wychwycie nanoczastek zlota
przez komorki §rodbtonka, zastosowaliSmy jako reporter ramanowski kwas 4-merkaptobenzoesowy,
ktorego grupa karboksylowa ulega deprotonacji na skutek nawet niewielkiej zmiany pH (HZ10).
Potencjat zastosowania tego czujnika pH i spektroskopii SERS w wyznaczeniu pH; dla réznego typu
komoérek wykazano w kilku pracach.? W pracy H10, okreslilismy nie tylko dystrybucje wartosci pH w
zdrowych komorkach $rodbtonka, ale takze badaliSmy zmiany na skutek warunkéw stresowych, tj. na
skutek zalkalizowania i zakwaszenia srodowiska zewnatrzkomorkowego i indukowania dysfunkcji
komorki czynnikiem martwicy nowotworu (TNF-a)). Wartosci pH obliczone na podstawie rownania
Hendersona-Hasselbacha (wyznaczonego w tej pracy) sa zgodne ze spodziewang odpowiedzig
komoérek na stres srodowiskowy. Przy czym, zaobserwowalismy, ze dla komorek narazonych na
kwasne pH i TNF-a, wychwyt nanoznacznikow byt znacznie wigkszy niz dla tych inkubowanych w
zasadowym medium i w kontroli. Oznacza to, ze w tych warunkach wzrasta przepuszczalnos$¢ btony
komorkowej co potwierdzaja dane literaturowe.”* Dyskusje nad interpretacja obserwowanej
dystrybucji wartos¢ pH; opartam na procesie dojrzewania endosoméw i ich przemianie do lizosomow.
Struktury te powstajag na skutek transportu membranowego w procesie endocytozy a zaburzenie

22 F B. Loiselle, J.R. Casey, Membrane transporters w Drug discovery and development, Methods in molecular Biology, red.
Q. Yan, SpringerScience+Business Media, 2010, vol. 637.

2 J. Kneipp, H. Kneipp, B. Witting, K. Kneipp, Following the dynamics of pH in endosomes of live cells with SERS
nanosensors, J. Phys. Chem. C, (2010) 114: 7421-7426; F. Wang, R. Widejko, Z. Yang, K.T. Nguyen, H. Chen, L.P.
Fernardo, K.A. Christensen, J.N. Anker, Surface-enhanced Raman scattering detection of pH with silica-encapsulated 4-
mercaptobenzoic acid-functionalized silver nanoparticles, Anal. Chem., (2012) 84: 8013-8019; V.T. Kong, E.O. Ganbold,
J.K. Saha, J. Jang, J. Min, J. Choo, S. Kim, N.W. Song, S.J. Son, S.B. Lee, S.W. Joo, Gold Nanoparticle Silica Nanopeapods,
J. Am. Chem. Soc., (2014) 136: 3833-3841.

24 N. Oku, R. Araki, S. Shibamoto, F. Ito, T. Nishihara, M. Tsujimoto, Tumor necrosis factor-induced permeability increase
of negatively charged phospholipid vesicles, J. Biochem., (1987) 102: 1303-1310.
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poszczegdlnych etapow jest waznym wskaznikiem rozwoju patologii komorki. Praca ta wykazata, ze
spektroskopia SERS jest czula na $ledzenie takich zmian.

4.3.3. Podsumowanie - najwazniejsze osiagniecia i elementy nowo$ci naukowej

W ramach badan przedstawionych w cyklu prac habilitacyjnych przeprowadzitam
systematyczne eksperymenty ukazujace zastosowanie spektroskopii SERS do badan o znaczeniu
farmakologicznym i medycznym. Wyniki, szczegotowo omowione w kazdej publikacji, dostarczyly
szeregu waznych informacji dotyczacych oddziatywan modelowych molekut wykazujacych dziatanie
biologiczne z powierzchnia metalu oraz ich zachowanie w uktadach biologicznych. Realizacja
nakreslonych og6lnych celow badawczych pozwolita na uzyskanie nastgpujacych osiggnie¢ oraz
sformutowanie wnioskow:

1/ Wskazanie, ze profil widma SERS dehydropeptydow jest silnie zalezny od otoczenia chemicznego
reszty dehydroaminokwasowej. Wykazanie, ze szczegdtowy sposob adsorpcji tego typu modyfikacji
reszt aminokwasowych z powierzchnig metalu, i potencjalnie z centrum aktywnym w uktadach
biologicznych, wynika z uktadu tancucha peptydowego a nie rodzaju dehydroaminokwasu. Wykazanie
silnego powinowactwa jonu karboksylowego do powierzchni metalu, ktory determinuje wktad uktadu
styrylowego do mechanizmu adsorpciji.

2/ Wskazanie, ze sygnatl ramanowski wzmocniony powierzchniowo oddaje nawet minimalne réznice
strukturalne pomiedzy lekami przeciwdepresyjnymi oraz ze poszukiwanie odpowiednich markeréw w
widmach SERS wskazuje na charakter ulokowania si¢ ligandow w membranie receptorow. Wysoce
nowatorski charakter analizy zostal podkreslony w trzech recenzjach manuskryptu opublikowanego w
Journal of Colloid and Interface Science w 2014 roku.

3/ Wskazanie na mozliwo$¢ zastosowania spektroskopii SERS w analizie ilosciowej lekow
przeciwdepresyjnych, przy czym metabolit leku moze by¢ trudniej oznaczany niz sam lek. Wykazanie
mozliwosci opracowania procedury detekcji lekow przeciwdepresyjnych bez ich ekstrakceji z 0socza.

4/ Zaproponowanie analizy nowych nanostruktur jako podtozy SERS oraz okre§lenie ich przydatno$ci
do celow analitycznych w poréwnaniu do zoléw metalu na przyktadzie struktury plastra miodu.
Wykazanie, iz modyfikacja matrycy moze prowadzi¢ do utworzenia Kilku miejsc aktywnych
prowadzacych do wzmocnienia sygnatu ramanowskiego roznych tautomeréw oraz do znacznych
roéznic w intensyfikacji sygnatu SERS.

5/ Zaproponowanie rodaminy 6G i rodaminy B jako reporterow ramanowskich do badan in vitro, w
tym wykazanie mechanizmu wychwytu nanoznacznikow i ich dystrybucji w komorkach makrofagow i
srodbtonka. Wskazanie jaka informacja chemiczna moze by¢ uzyskana w danym czasie inkubacji
komorek nanoznacznikami.

6/ Zastosowanie nanoznacznikéw do okre$lenia rozktadu wewnatrzkomérkowego pH na skutek stresu
srodowiskowego i zmiany patologicznej. Ponadto, okreslenie $ciezki przemian endosomalnych
zachodzacych na skutek stresu mogacych by¢ markerami dysfunkcji aparatu komorkowego.

Powyzsze wnioski majg znaczenie poznawcze, lecz maja tez charakter badan aplikacyjnych,
poniewaz pozwalajg na lepsze zrozumienie oddzialywan biomolekuta - powierzchnia metalu
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stanowigcych istot¢ spektroskopii SERS. Proponowane wnioski z szeregu dos$wiadczen
przeprowadzonych przeze mnie moga utatwi¢ na przyktad projektowane lekow i wyjasnienie
mechanizmu ich dzialania, rozwija¢ metody ich detekcji w materiale biologicznym, projektowac i
wyjasnia¢ mechanizm dziatania podlozy SERS o zdefiniowanej strukturze oraz $ledzi¢ zmiany
patologiczne w badaniach in vitro.

5. Omowienie pozostatych osiaggnie¢ naukowo-badawczych

Prace badawcze prowadzone przeze mnie na Wydziale Chemii UJ dotycza zagadnien zwigzanych
z zastosowaniem spektroskopii oscylacyjnej w okresleniu struktury molekularnej zwiazkow
organicznych i zwigzkéw kompleksowych, mechanizmu adsorpcji na powierzchni metalicznej oraz
wyznaczenie markerow spektralnych chorob cywilizacyjnych w tkankach i komorkach zwierzecych i
sktadnikach krwi. W badaniach swoich podj¢tam tez watek okreslenia sktadu i dystrybucji materiatow
malarskich oraz produktow ich degradacji w probkach malarstwa Sciennego i sztalugowego. Gtoéwnymi
narzedziami jakimi postuguj¢ si¢ w pracy badawczej sg spektroskopia FTIR i ramanowska z
uwzglednieniem technik obrazowania, SERS oraz obliczenia kwantowo-chemiczne i analiza
chemometryczna. Gtéwny nurt moich aktualnych badan zostal przedstawiony przy oméwieniu prac
stanowigcych podstawe postepowania habilitacyjnego. Ponizej przedstawiona jest tematyka badawcza
realizowana przed uzyskaniem stopnia doktora nauk chemicznych, a takze prowadzona réwnolegle z
pracami habilitacyjnymi.

Po ukonczeniu pracy magisterskiej w Zaktadzie Chemii Teoretycznej Wydziatu Chemii UJ, w
trakcie ktorej wyznaczatam stany Frenkla i te z przeniesieniem ladunku w domieszkowanych
krysztatach molekularnych, rozpoczetam w 1998 roku Studia Doktoranckie w Zakladzie Fizyki
Chemicznej tegoz Wydziatu, w Zespole Spektroskopii Oscylacyjnej. Prace doktorskg zatytulowang
Zastosowanie metod spektroskopii molekularnej do wyznaczania struktur oksymow i ich zwigzkow
kompleksowych z jonami Ni(ll) i Cu(ll) przygotowatam pod kierunkiem Prof. dr hab.
L.M. Proniewicza. W ramach pracy doktorskiej okreslitam strukture molekularng serii oksymoéw w
ciele stalym 1 roztworze za pomoca spektroskopii FTIR, ramanowskiej i NMR. Badania do§wiadczalne
byly oparte na obliczeniach kwantowo-chemicznych i wyznaczeniu rozktadu energii potencjalnej
drgan normalnych oraz rozkladzie tadunkéw atomowych. Podjetam rowniez probe rejestracji widm
FTIR w matrycach niskotemperaturowych w trakcie Studiow Doktoranckich na Uniwersytecie Floryda
w Gainesville (USA), aczkolwiek ta klasa zwigzkéw ulega rozktadowi w trakcie napylania na matryceg.
Kontynuujgc prace doktorska, zsyntezowatam zwigzki kompleksowe z jonami niklu (II) i miedzi (ID).
Wybdr jondéw metali podyktowany byt potencjalnym dziataniem farmakologicznym oksymoéw i ich
zdolno$cig koordynowania biogennych joné6w metali. Wyznaczytam ich strukture molekularng w ciele
statym przy uzyciu spektroskopii FTIR, ramanowskiej i EPR oraz obliczen DFT wskazujac sposob
koordynacji poprzez grupg oksymowa i karboksylowa. Zebrane dane podczas realizacji pracy zostaty
poréwnane z wynikami potencjometrycznymi prowadzonymi dla roztworéw tychze kompleksow.
Wszystkie uzyskane w ramach pracy wyniki zostaty opublikowane w formie trzech petlotekstowych
artykutéw naukowych w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (publikacje 24-26 w Zal. 2a.lA),
jednym petnotekstowym artykule jako rozdziat w monografii (publikacja 14 w Zat. 2a.IC) oraz jako
recenzowana publikacja pokonferencyjna (publikacja 20 w Zat. 2a.1C).
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Po obronie pracy doktorskiej w 2003 roku, moja dziatalno$¢ naukowa jako asystenta wpisata si¢
w zakres prac badawczych prowadzonych w Zespole Spektroskopii Oscylacyjnej pod kierunkiem Prof.
dr hab. L.M. Proniewicza. Skoncentrowana byta na modelowaniu kwantowo-chemicznym struktury
molekularnej szeregu zwiazkow chemicznych posiadajacych w swojej budowie pierscien
heterocykliczny, tj. soli di- i triazolowe, 1,3,4-oksodiazole, rodaniny i dibenzotiofeny. Modelowanie to
i analiza widm oscylacyjnych wykazata réznice strukturalne na skutek zmiany podstawnika w
pier$cieniu. Dokonatam teoretycznej interpretacji widm oscylacyjnych i wskazatam zakresy czestosci,
ktore moga stuzy¢ analizie strukturalnej tychze zwiazkow. Dodatkowo badatam wptyw podstawnikow
na takie wlasciwosci fizyko-chemiczne jak rozktad tadunkow atomowych i aromatycznos$¢ pierscieni
heterocyklicznych i skumulowanego z nimi pierscienia fenylowego, wykazujac sposob przeptywu
fadunku pomigdzy pierscieniami i modyfikowania takiego przeplywu poprzez zmiang¢ podstawnika.
Wyniki tych prac zostaly opublikowane w formie pieciu pelnotekstowych artykutow naukowych w
czasopismach o zasiggu miedzynarodowym (publikacje 18-22 w Zal. 2a.lA) oraz jednym
petnotekstowym artykule jako rozdzial w monografii (publikacja 13 w Zat. 2a.IC). Do$wiadczenie i
wiedza jaka uzyskatam w tej cze$ci mojej dzialalnosci naukowej byla rowniez podstawa do
przygotowania dwoch rozdzialéw w monografiach (publikacje 4,9 w Zat. 2a.1C). Pobocznym aspektem
mojej dziatalnosci naukowej byta wspolpraca przy modelowaniu kwantowo-chemicznym
konformeréw i ich przemiang fotochemiczng w czasteczce a-terpinenu zaobserwowanych w widmach
FTIR zarejestrowanych w matrycach niskotemperaturowych (publikacje 15 w Zat. 2a.lA i 16 w Zat.
2a.1C).

Kontynuowatam roéwniez badania nad wyznaczaniem struktury molekularnej zwiazkow
kompleksowych w ciele statym przy uzyciu spektroskopii oscylacyjnej i obliczen DFT (publikacje 13 i
16 w Zat. 2a.lA). Ligandem byt zwiazek heterocykliczny — rodanina dla ktorego wyznaczyliSmy
stabilne energetycznie tautomery. BadaliSmy réwniez jej pochodne (publikacje 10, 11 w Zat. 2a.IC).
Zsyntezowane zostaly zwigzki kompleksowe z jonami srebra i olowiu (II). Przy wspolpracy z
Zespotem Prof. dr hab. W. Lasochy (Wydziat Chemii UJ) wyznaczyliSmy struktur¢ technikg
dyfraktometrii proszkowej dla obu kompleksow. Dla kompleksu z jonami srebra, zwigzek
koordynacyjny formuje struktur¢ polimerowa o ksztalcie helisy, w ktorej jony metalu sa
koordynowane przez atom azotu i poza pierscieniowy atom siarki. Z kolei w przypadku kompleksu
jonéw zaproponowali$my nietypowa strukture dimeru, w ktérym jony otowiu tworza uktad Pb*-Pb",
Dla obu kompleksow zaproponowaliSmy teoretyczng interpretacje widm oscylacyjnych pomocng w
analizie tego typu zwigzkow kompleksowych oraz ich struktury.

Prace badawcza z zastosowaniem spektroskopii SERS rozpocz¢tam od wyznaczenia sposobu
adsorpcji pochodnej adenozyny przytaczonej do eteru benzokoronowego (publikacja 17 w Zat. 2a.1A,
prace badawcze w ramach projektu Nr 8 w Zal. 2a.IH). Tego typu klasa zwigzkéw jest
wykorzystywana w projektowaniu no$nikow lekow w transporcie komorkowym, znacznikoéw
fluorescencyjnych i wykazuje whasciwosci kompleksujace jonéw metalu. Przy zastosowaniu obliczen
DFT podatam szczegétowq interpretacje widm oscylacyjnych oraz rozktad tadunkow atomowych i
jego zmiane na skutek potaczenia poszczegoélnych fragmentéw molekuty. Interpretacja widma SERS
wskazata, ze adenina i eter koronowy przyjmuje orientacj¢ pochyta wzgledem powierzchni srebra a
grupy iminowe i ryboza jest prostopadta.
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W trakcie stazu naukowego w Instituto de Estructura de la Materia w Madrycie w 2008 r. pod
kierunkiem Prof. J. Garcia Ramos zapoznatam si¢ z procedurg syntezy nanoczastek srebra i ztota jako
podtozy metalicznych, rejestracjg i interpretacjg widm SERS. Od tej chwili rozpoczetam samodzielne
badania z wykorzystaniem techniki SERS a w 2009 r. rozpoczetam prace w Zespole Obrazowania
Ramanowskiego Zaktadu Fizyki Chemicznej pod kierunkiem prof. dr hab. Matgorzaty Baranskie;.

Poza cyklem publikacji przedstawionych jako podstawa postepowania habilitacyjnego,
pracowatam nad wyznaczeniem mechanizmu adsorpcji rodaniny 1 soli pirydyniowych na
nanoczastkach srebra (publikacje 7, 10, 11, 16 w Zat. 2a.lA, prace badawcze w ramach projektu Nr 3
w Zat. 2a.IH). Mechanizm adsorpcji rodaniny porownaliSmy z jej sposobem koordynacji jondow srebra,
jak opisano powyzej, a seria soli pirydyniowych byla badana pod katem zmian w mechanizmie
adsorpcji w zaleznosci od rodzaju podstawnika i jego pozycji w pierscieniu. Z kolei pomiary widm
SERS pirydyny zarejestrowane przy uzyciu nanoczastek srebra o réznej Srednicy, roéznych
aktywatorow i przy wzbudzeniu laserowym z zakresu Vis i NIR daly podstawe¢ dla modelowania DFT
widm SERS tego uktadu (publikacja 14 w Zat. 2a.lA).

Pobocznym aspektem mojej pracy naukowej bylo zastosowanie obrazowania FTIR i
ramanowskiego do identyfikacji i dystrybucji materiatéw malarskich oraz produktow degradacji w
szlifach pobranych z malarstwa $ciennego i sztalugowego. Prace te byly prowadzone w ramach
wspotpracy z dr hab. Z. Kaszowska z Akademii Sztuk Pigknych w Krakowie (publikacje 8, 9 w Zat.
2a.lA 1 5 w Zal. 2alC). Dla serii warstw malarskich zawierajacych pigmenty o roznej barwie
zaproponowaliémy pasma markerowe w widmach FTIR dla mydet jako najczesciej spotykanych
produktow degradacji dziet malarskich. Zaproponowatam po raz pierwszy w literaturze wykorzystanie
analizy skupien do konstrukcji map FTIR obrazujacych wspotlokalizacje sktadnikow w warstwie
malarskiej. Aktualnie dalej prowadzone sg prace nad opracowaniem protokotu identyfikacji produktow
degradacji w zalezno$ci od sktadu pigmentow, spoiw 1 wypetniaczy przy pomocy spektroskopii FTIR i
analizy chemometrycznej.

Udzial w projektach Nr 2 i 3 (Zal. 2a.lH) umozliwit mi rozwoj $ciezki badan w kierunku
zastosowania spektroskopii oscylacyjnej do okreslenia stanu biochemicznego tkanek i komorek
zwierzecych, osocza krwi i jego zmiany na skutek rozwoju stanu patologicznego w modelach
zwierzgcych (publikacje 1-6, 12 w Zat. 2a.]A i 1-3 w Zal. 2a.lC). Staze naukowe w wiodacych
os$rodkach badawczych prowadzacych tego typu badania pod kierunkiem Prof. B.R. Wooda (Monash
University, Australia) i Prof. R. Bhargavy (Beckman Institute of Advanced Technology, USA)
pozwolity mi na zapoznanie si¢ z aktualnymi trendami w przygotowaniu probek, technik pomiarowych
materiatu biologicznego i sposobu analizy widm oscylacyjnych. Na Wydziale Chemii UJ i przy
wspotpracy z Jagiellonskim Centrum Rozwoju Lekéw (JCET) bratam udziat w badaniach nad
okresleniem sktadu estrow trojglicerydow i cholesterolu w blaszce miazdzycowej przy pomocy
obrazowania FTIR aort mysich i analizy skupien. Wspotpracowatam réwniez przy wyznaczeniu pasm
markerowych w widmach FTIR i ramanowskich serii narzadéw zwierzecych proponujac jako
alternatywe do preparatyki przekrojow tkanek pomiary widm oscylacyjnych homogenatow
tkankowych. Szczegdlne zainteresowania badawcze skierowatam na oznaczenie stanu patologicznego i
skutkow jego leczenia (modele cukrzycy, miazdzycy, nadci$nienia plucnego i Systemowego,
przerzutowos$ci howotworowej) w osoczu Krwi, ze wzgledu na fakt, iz pobranie takiego materiatu jest
najmniej inwazyjne dla pacjenta a wigkszo§¢ badan medycznych jest skoncentrowana na wyznaczeniu
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markeré6w choroby w osoczu i surowicy. W pierwszym kroku zwrécitam uwage na potrzebe
opracowania odpowiedniego protokotu przygotowania probki osocza i sposobu rejestracji jego widm
FTIR, tj. wptyw antykoagulantu na profil spektralny osocza i wyznaczenie roznic/podobienstw w
widmach zarejestrowanych technikami transfleksji i transmisji. Sg to powszechnie uzywane techniki w
obrazowaniu FTIR materiatu biologicznego. Zaobserwowali$my po raz pierwszy i podjelismy probe
wyjasnienia zmiany w profilu biatkowym rejestrowanym w widmach transfleksji. Zaproponowalismy
rowniez markery osocza w nadci$nieniu plucnym, trudno diagnozowanym dostepnymi aktualnie
testami medycznymi, ktore zidentyfikowaliSmy w widmach FTIR przy pomocy analizy gtownych
sktadnikow. Wykazalismy, ze profil spektralny nadcisnienia ptucnego jej wyraznie réozny od cech
widma osocza z modelu nadci$nienia systemowego. Prowadzone sa dalsze prace nad okresleniem
profilu FTIR cukrzycy i jej leczenia oraz przerzutowosci nowotworowe;.

Plany na przyszlo$¢ i perspektywy rozwoju

W ramach dalszych prac zamierzam kontynuowa¢ cze$¢ tematyki badawczej zwigzanej z
oznaczaniem chemizmu komoérek przy uzyciu spektroskopii SERS. W najblizszym czasie bede
kontynuowa¢ wyznaczanie wewnatrzkomorkowego pH w komorkach $rdédbtonka w roznego typach
dysfunkcjach. Badania te beda uzupetnione pomiarami fluorescencyjnymi i mikroskopia elektronowa
(TEM) tak, aby uscisli¢ Sciezk¢ wychwytu nanoczastek i ich dystrybucje wewnatrz komorki. Swoje
prace zamierzam tez ukierunkowa¢ na sfunkcjonalizowanie nanoczastek metalu reporterem
ramanowskim 1 przeciwcialem celowanym na rozpoznanie patologii s$rodblonka 1 komorek
nowotworowych na powierzchni btony komorkowej rejestrujagc sygnat SERS. Wstepne prace w tym
kierunku zostaly juz rozpoczete.

Moje zainteresowania naukowe koncentrujg si¢ wokot badan o charakterze biomedycznym,
kontynuowac i rozwija¢ bed¢ badaniach dotyczace potencjalnej diagnostyki chorob cywilizacyjnych na
podstawie widm FTIR i ramanowskich. W ciagu najblizszych lat bed¢ bra¢ udziat w projekcie
STRATEGMED ,,Farmakoterapia $rodblonka naczyniowego i aktywacji plytek krwi zalezna od
prostacykliny, tlenku azotu i tlenku wegla — nowa strategia w zapobieganiu przerzutowosci
nowotworowej” (Projekt Nr 1 w Zat., 2aH) oraz akcji COST Raman4Clinics (Horyzont 2020) w
ktorym bede opracowywac protokot pomiaru widm FTIR i ramanowskich osocza w celu wskazania
markerow stanu chorobowego. Dodatkowym zadaniem badawczym, ktory chce zglebi¢ jest
zastosowanie obu technik spektroskopii oscylacyjnej do badan ptytek krwi, ktorych aktywacja jest
czesto wskaznikiem patologii. Wstepne badania, ktére rozpoczelam w ramach jednej z prac
magisterskich, nad ktora sprawuje¢ opieke, wskazuja na potrzebe opracowania wielokierunkowego
protokotu przygotowania probek do pomiaréw zanim przystapi sie do etapu wskazania markeréw
chorobowych.

22



N o A

10.
11.
12.

13.

14.

15.

Kamilla Matek, Wydziat Chemii, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie
Zalacznik 1a

6. Podsumowanie najwazniejszych aspektow aktywnosci naukowej,
dydaktycznej i organizacyjnej

Catkowita liczba publikacji: 53 + 3 w recenzji (po doktoracie 52)

Liczba publikacji z Listy Filadelfijskiej: 32 + 3 w recenzji, w tym jako autor korespondencyjny:
22

Liczba publikacji recenzowanych, o zasiggu mi¢dzynarodowym spoza Listy Filadelfijskiej: 3, w
tym jako autor korespondencyjny: 2

Rozdziaty w monografiach: 12 w tym edytor: 1

Publikacje w materiatach pokonferencyjnych: 6

Sumaryczny IF zgodnie z rokiem opublikowania: 84,377

Sredni IF na publikacje z Listy Filadelfijskiej: 2,637 wg roku opublikowania:

Liczba wszystkich cytowan?®:

wg bazy Web of Science: 136 (bez autocytowan: 107)
wg bazy Scopus: 145 (bez autocytowan: 115)
Indeks Hirscha®:
wg bazy Web of Science: 8
wg bazy Scopus: 7

Zgloszenia patentowe: 1

Udziat w projektach: 11 (w tym jako kierownik: 3)

Aktywny udziat w konferencjach i seminariach naukowych po doktoracie:
a. referaty: 15, w tym na zaproszenie: 7

b. prezentacje posterowe: 40

c. cztonek komitetu naukowego: 4 i organizacyjnego: 3

Opieka nad studentami:

a. promotor pomocniczy prac doktorskich: 2

b. promotor prac magisterskich: 13

c. opiekun naukowy prac magisterskich: 5

d. promotor prac licencjackich: 2

Dziatalno$¢ dydaktyczna:

prowadzenie i opracowanie wyktadow: 6

prowadzenie laboratorium, w tym dla paneli specjalizacyjnych i studiéw podyplomowych: 8
koordynowanie kurséw zaje¢ laboratoryjnych: 2

opracowanie instrukcji do ¢wiczen: 16

® o0 o0

. udziat w przygotowaniu podrecznikow: 3 + 1 w przygotowaniu
Pelienie funkcji recenzenta:

a. publikacji w czasopismach mi¢dzynarodowych: 32

b. projektow w programie FP7 i Horyzont 2020: 108

% na dzieh 7 stycznia 2015 r.
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16. Dziatalno$¢ organizacyjna (szczegoty w Zat. 2a):

a. czlonek Rady Wrydzialu Chemii UJ i Wydzialowych Komisji: ds. Finanséw, Kadry i
Organizacji, Dydaktycznej, Wyborczej, Zespotu ds. oceny efektow ksztatcenia dla kierunku
Chemia

b. udziat w modernizacji laboratorium badawczego Zaktadu Fizyki Chemicznej (ZFCh) UJ oraz
w projektowaniu laboratoriéw Zespotu Obrazowania Ramanowskiego w nowym budynku
WCh UJ na Il Kampusie UJ; koordynacja zajg¢ dydaktycznych w Zaktadzie Fizyki
Chemicznej; przeprowadzanie inwentaryzacji srodkow trwatych w ZFCh; prowadzenie strony
internetowej, opieka nad utylizacja odczynnikow, przygotowanie rocznych sprawozdan
zespotowych dla Zespotu Spektroskopii Oscylacyjnej; opieka nad spektrometrem do

obrazowania FTIR i szkolenie uzytkownikow.
J‘L.V\M' (la Matek

Krakéw, 19 stycznia 2015 r.
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