Uktad immunologiczny sktada sie z wielu roznych typéw komérek i biatek. Kazdy element wykonuje okre$lone zadanie, ktérego
celem jest rozpoznanie i/lub reakcja wobec "obcego materiatu”. Zaburzenia uktadu odpornosciowego moga doprowadzi¢ do
choréb autoimmunologicznych, choréb zapalnych i nowotwordw. Istnieje ponad 250 podstawowych choréb niedoboru (zaburzen)
odpornoéci uznanych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia. Zatem opracowanie nowej metody do pogtebienia wiedzy na temat
funkcjonowania ukfadu odpornosciowego cztowieka przyczyni sie do lepszego zrozumienia choréb uktadu immunologicznego i
otworzy mozliwosci dla nowych metod terapeutycznych. W proponowanym projekcie do analizy i oznaczania wybranych
markeréw chordb immunologicznych, tj., neopterinu i trzech wybranych cytokin IL6, IL8 i IL18 bedziemy uzywac¢ hybrydowe
nanostruktury metaliczne wzmacniajace sygnat Ramana. Struktury trzeciorzedowe trzech proponowanych cytokin i wzor
strukturalny neopterinu pokazane sg na Schemacie 1.
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Schemat 1. Schematyczne struktury wybranych immuno-markerdw: (1) cytokina IL6, (2) cytokina IL8, (3) cytokina IL18 i (4)
wz0r strukturalny neopterinu.

Spektroskopia Ramana jest technika bazujaca na badaniu oscylacji molekut i charakteryzuje sie duzg selektywnoscia. Otrzymane
w wyniku pomiaru pasma oscylacyjne dajg mozliwos¢ uzyskania informacji o strukturze badanego zwigzku. W spektroskopii
Ramana kazdy zwigzek daje charakterystyczne dla siebie widmo spektroskopowe (ang. fingerprint). Poza identyfikacjg roznych
rodzajow substancji, technika ramanowska umozliwia ponadto uzyskanie informacji o strukturze badanego zwigzku. Jednak
posiada ona jedng dos¢ istotng wade. Otéz zjawisko Ramana jest efektem bardzo stabym (jeden na milion fotonéw jest
rozpraszany w sposob nieelastyczny). Problem ten rozwigzuje zastosowanie powierzchniowo wzmocnionej spektroskopii Ramana
(SERS). Technika SERS w chwili obecnej jest dynamicznie rozwijajacg sie metodg coraz szerzej stosowang w badaniach
biomedycznych i analitycznych. Metoda ta wymaga obecnosci badanych molekut na powierzchniach wybranych metali (gtéwnie
Ag, Aui Cu) o nanometrowych chropowatosciach. W efekcie ztozonych mechanizméw elektromagnetycznego i/lub chemicznego
dochodzi do wzmocnienia sygnatu ramanowskiego rzedu 103 — 1014, co daje mozliwos$¢ obserwacji pojedynczych molekut .
Zatem poza wysoka selektywnoscig, technika SERS posiada rowniez wysokg czuto$¢. Nalezy podkresli¢, ze w plynach
ustrojowych, stezenie przeciwciat i antygendw jest zazwyczaj w stezeniach pikomolowych lub mniejszych. Jest to limit detekcji
mozliwy do osiagniecia w przypadku, miedzy innymi, techniki SERS i znacznie ograniczony, lub tez niemozliwy w przypadku
stosowania konwencjonalnych metod detekcji. Jak wspomniano, warunkiem uzyskania wzmocnionego sygnatu Ramana jest
uzycie podtozy o odpowiedniej morfologii. Opisano wiele metod produkcji podtozy do pomiaréw SERS, jednak otrzymane
podioza, w wiekszosci nie spetniajg jednoczesnie wszystkich wymogow stawianym podtozom do zastosowari biomedycznych,
jak: czutos¢, powtarzalnosc i stabilnosé rejestrowanych sygnatéw. W naszym zespole juz od kilku lat trwaja intensywne prace nad
wytwarzaniem podtozy ,,sersowskich”. W proponowanym projekcie wykorzystane bedg podtoza SERS, ktore po raz pierwszy
zostaty otrzymane przez nasz zespdt badawczy i sg przedmiotem jednych z ostatnich zgtoszen patentowych [Patent application:
P-406026 (2013)]. Sa to podtoza konkurencyjne w stosunku do podiozy komercyjnych (Klarite) i mogg przyczyni¢ sie do
poszerzenia diagnostyki medycznej, a szczeg6lnie choréb immunologicznych.

Analiza biomolekut z wykorzystaniem techniki SERS moze by¢ realizowana wedlug dwdch schematéw: bezposredniej i
posredniej detekcji. W badaniach bezposrednich widma SERS analizowanych molekut uzyskuje sie bezposrednio po
umieszczeniu analitu na podtozu do pomiaréw SERS. Taka strategie bezposredniej detekcji zastosujemy, w proponowanym
projekcie, do badania i oznaczania jednego z immuno-markeréw a mianowicie neopterinu. Podwyzszony poziom neopterinu
wskazuje na zmieniony stan aktywacji komdrek uktadu odpornosciowego i Swiadczy o r6znych chorobach, takich jak choroby
autoimmunologiczne i infekcji wirusowych (wirus zapalenia watroby typu A, B i C, cytomegalia, odra, rézyczka, grypa),
zakazenia bakteryjne , choroby ukfadu sercowo-naczyniowego , moze wskazywaé na odrzucenie przeszczepu i niektore
nowotwory. W naszym projekcie opracujemy nowa metode do detekcji i analizy neopterinu bazujaca na spektroskopii SERS jako
szybszg i bardziej czulg technike badania poziomu tego imuno-markeru w wybranych infekcjach bakteryjnych, takich jak
bakteryjne zapalenie ptuc. Dodatkowo, monitorowanie stezenia neopterinu podczas oddawania krwi pozwolitoby na wczesne
wykrycie ostrych zakazer\ i poprawe bezpieczenstwa transfuzji krwi.

Dla trzech wybranych cytokin (IL-6, IL-8, IL-18) ich analiza jakos$ciowa i ilosciowa bedzie realizowana wedtug posredniej
analizy SERS z wykorzystaniem tzw. ,,Raman reporterow”, tj. molekut, gtdwnie barwnikéw, dajacych bardzo silne sygnaty
ramanowskie. Obraz spektralny danego ,,Ramana reportera” bedzie wskazywat na obecno$¢ danej cytokiny w badanym analicie.
Cytokiny sg jednymi z gtéwnymi markeréw diagnostycznych w zaburzeniach uktadu odporno$ciowego. Te mate biatka stanowig
swoisty hormonalny uktadu odporno$ciowy w organizmie i odgrywaja wazng role w sygnalizacji komérkowej. Podwyzszone
stezenia wszystkich trzech analizowanych w projekcie cytokin (interleukina I1L-6, 1L-8, 1L-18) sg obserwowane, w surowicy krwi,
u pacjentek chorych na raka piersi i moga by¢ skorelowane z klinicznym stadium tej choroby

Oprocz zaprezentowanych wyzej praktycznych aspektéw realizowanego projektu, gtéwny nacisk bedzie jednak potozony na
badania podstawowe. W ramach projektu zbadamy oddziatywania wybranych markeréw immunologicznych i ich przeciwciat,
zaréwno w roztworach buforowych jak i ptynach ustrojowych, do ustalenia optymalnych warunkéw tworzenia sie okre$lonych
immuno komplekséw w uzytych roztworach, tj. temperatury, pH i sity jonowej oraz orientacji przestrzennej immobilizowanych
przeciwciat. Opracujemy nanostruktury metaliczne do badania powyzszych reakcji i zoptymalizujemy je pod katem czutosci,
stabilnosci i powtarzalnosci rejestrowanych sygnatow. Ponadto, opracujemy (1) metode modyfikacji wytworzonych nanostruktur
warstwami wigzacymi (2) metode immobilizacji odpowiednich monoklonalnych przeciwciat na warstwach tiolowych i (3) metode



syntezy nanoczastek ztota modyfikowanych wybranymi znacznikami ramanowskimi i/lub przeciwciatami badanych immuno-
markeréw, (4) uktad mikrofluidyczny zintegrowany z nanostrukturami ,,sersowskimi” co umozliwi jednoczesne badania i analize
jakosciowq i ilosciowg poziomu neopteryny i cytokin w badanych prébkach. Dodatkowo zbadamy poziom neopteryny w
odniesieniu do zakazenia bakteryjnego ptuc co pozwoli na ocene klinicznej skutecznosci proponowanej metody. Szereg technik
pomiarowych dostepnych w naszym Instytucie bedzie wykorzystywanych do realizacji zamierzonych planéw badawczych,
miedzy innymi takie jak: mikroskopia sit atomowych (AFM), skaningowy mikroskop elektronowego (SEM), powierzchniowy
rezonans plazmonowy (ang. SPR) czy dynamiczne rozpraszania Swiatta (DLS). Do analizy ztozonych danych spektralnych (z
pomiarow multipleksowych) wykorzystamy metody chemometryczne bazujace miedzy innymi na analizie gtownych skfadowych
(ang. Principal Component Analysis).

Podsumowujac, proponowany projekt zalicza sie do intensywnie rozwijanej na $wiecie dziedziny nauki i technologii obejmujacej
nowg platforme ("inteligentny" materiat) szczeg6lnie do stosowania w medycynie. Rozwdj technologii, w ktdrych stosowane sg
nanomateriaty i zaawansowane materiaty funkcjonalne zostat uznany przez Komisje Europejska za kierunek strategiczny. Nasz
projekt jest Scisle zwigzany z przedstawionym powyzej obszarem, w ramach ktdrego opracujemy nowe materiaty i metody do
selektywnego rozpoznawania markeréw chordb immunologicznych, ma wiec znaczenie nie tylko czysto poznawcze ale réwniez
praktyczne. Badania prowadzone w ramach projektu pozwolg na zrozumienie proceséw zwigzanych z oddziatywaniami antygen-
przeciwciato i zrozumienia ztozonych interakcji miedzy tymi czasteczkami i strukturami plazmonicznymi. Uzyskana wiedza i
whnioski moga postuzy¢ do tworzenia praktycznych prototypéw. Ponadto, ze wzgledu na mozliwo$¢ zastosowania taniego,
przenosnego spektrometru Ramana, ktéry moze by¢ tatwo stosowany w warunkach klinicznych, wykazemy ogromny potencjat
spektroskopii SERS w badaniach biomedycznych, réwniez z ekonomicznego punktu widzenia.



