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Wewnatrzkomorkowe pH (pHi) jest waznym wskaznikiem kondycji komorek, poniewaz prawie wszystkie
substancje przechodzgce przez btong komorkows wpltywajg na t¢ warto$¢. Dlatego monitorujgc zmiany pH;
mozemy okresli¢ ewentualne problemy w réwnowadze komorkowej. W komorkach nowotworowych pHi jest
wyzsze w porownaniu do normalnych komorek (~7,3-7.6 w poréwnaniu do ~7,2), podczas gdy
zewnatrzkomoérkowe pH (extracellular pH, pHe) jest nizsze (~6,8-7,0 w poréwnaniu do ~ 7.4). Zmiany pHi
moga by¢ ponadto rozne w réznych organellach, a takze wewnatrz jednego organellum w roéznych obszarach
komorki. Dlatego pomiary pHi oddzielnie w kazdym organellum komoérkowym moga dostarczyé wigcej
informacji na temat dobrostanu komoérkowego w porownaniu do sredniego pHi catej komorki.

Istnieje tylko kilka technik, ktére mozna zastosowa¢ do oznaczania pHi: mikroelektrody, jadrowy rezonans
magnetyczny i fluorescencja. Do tej pory spektroskopia fluorescencyjna byta najbardziej czulg i najczesciej
stosowang technika pomiaru pHi. Jednak sygnat z sondy fluorescencyjnej jest stosunkowo szeroki, wigc
podczas pomiarow sygnaty z roznych sond jednoczesnie mogg si¢ naktadaé, co prowadzi do wysokiego btedu
pomiarowego i niewiarygodnych oszacowan pH. Dodatkowo zmiany pHi; w wyniku inkubacji komorek z
czujnikami fluorescencyjnymi ograniczaja stosowanie mikroskopii fluorescencyjnej.

Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia Ramana (SERS) moze by¢ dobrg alternatywa do pomiaréw pH;
ze wzgledu na stabilnos$¢ sond, mozliwos¢ pomiaru kilku sond jednoczesnie ze wzglgdu na charakterystyczny
sygnal dla kazdej z nich oraz bardzo niskg granice wykrywalnosci.

Celem projektu jest optymalizacja procedury pomiaru pH; w kilku organellach komorkowych (w cytoplazmie,
lizosomach, mitochondriach oraz jadrze komérkowym) w komédrkach z wykorzystaniem powierzchniowej
spektroskopii ramanowskiej (SERS).

Nanoczastki ztota zostang zmodyfikowane molekutami, ktérych sygnat SERS jest zalezny od pH (np. kwas 4-
merkaptobenzoesowy) oraz sfunkcjonalizowane za pomoca peptydow ukierunkowanych na organelle.
Nanoczastki zostang wprowadzone do komorek, nastepnie zostanie przeprowadzone mapowanie ramanowskie
1 wskazane zostanie pHi w lizosomach, mitochondriach, jadrze i cytoplazmie poprzez obliczenie stosunku
wybranych pasm pojawiajacych si¢ w widmach SERS. Fluorescencja bedzie stosowana jako metoda
referencyjna, poniewaz metodologia pomiaru pH w organellach komoérkowych jest zoptymalizowana, a
wskazniki sa dostgpne komercyjnie. Mikroskopia elektronowa (TEM) zostanie wykorzystana do
potwierdzenia lokalizacji nanoczgstek w komorkach. Elektroniczna spektroskopia absorpcyjna (UV-Vis)
zostanie uzyta do przeprowadzenia testow zywotnosci komorek i kontrolowania syntezy nanoczastek. TEM,
UV-Vis i DLS (dynamiczne rozpraszanie $wiatta) zostang wykorzystane do kontroli jako$ci nanoczastek.
Metodologia zostanie ustalona na zdrowych i nowotworowych keratynocytach, ktore stanowia 95% komorek
naskorka, pelnige funkcje strukturalng i barierowa naskorka. Nastgpnie metodologia zostanie przetestowana
na dobrze znanych modelach (r6zne zdrowe i rakowe linie komoérkowe).

Zgodnie z nasza wiedza, po raz pierwszy spektroskopia SERS zostanie zoptymalizowana pod katem
wykrywania pHi w 4 réznych organellach komorkowych i przetestowana na réoznych komorkach. Ponadto
sondy SERS sg bardziej stabilne w poréwnaniu do sondami fluorescencyjnymi, wigc niezawodnos¢ sygnatu
bedzie lepsza, a informacje o stanie komorki bedg dostarczane na duzg skale.

Wyniki projektu moga da¢ lepszy wglad w kondycje i zmiany w organellach komérkowych, poprawié¢ stan
wiedzy na temat nowotworow, a takze zainspirowaé¢ naukowcow do opracowania wysoce skutecznych strategii
leczenia raka zwiazanych z dzialaniem lekow na konkretne organelle.




