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1. Imig¢ i nazwisko
Pawet Piotr Pomastowski
2. Posiadane dyplomy i stopnia naukowe

2012-2016— Studia doktoranckie w zakresiec chemii w Katedrze Chemii Srodowiska
I Bioanalityki na Wydziale Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu;
tytut rozprawy doktorskiej: ,,Synteza i charakterystyka nanokompozytow
bazujgcych na wigzaniu kationow metali z biatkami”, praca obroniona
z wyroznieniem 14.12.2016 r.; promotor. Prof. zw. dr hab. Bogustaw
Buszewski, dr h. ¢. mult., czt. koresp. PAN

2010-2012— Dzienne dwuletnie uzupehlniajgce studia magisterskiec w Katedrze Chemii
Srodowiska iBioanalityki na Wydziale Chemii, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu; tytul pracy: ,, Wphw heterogenicznosci powierzchni
biokoloidow na ich rozdzielanie elektroforetyczne”, praca obroniona
z wyrdznieniem 20.06.2012 r.; promotor: Prof. zw. dr hab. Bogustaw
Buszewski, dr h. c. mult., czl. koresp. PAN

2008-2010— Trzyletnie dzienne studia zawodowe w Katedrze Chemii Nieorganicznej
i koordynacyjnej na Wydziale Chemii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu; tytut pracy: ,, Odrebnos¢ metod ALD oraz CVD”, praca obroniona
30.06.2010 r.; promotor: Dr Aleksandra Radtke

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

1.01.2017 — obecnie Adiunkt naukowy, Interdyscyplinarne Centrum Nowoczesnych
Technologii, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

1.10.2016 — 30.11.2016  Asystent naukowy, Katedra Chemii Srodowiska i Bioanalityki,
Wydziat Chemii Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

(a) tytul osiagniecia naukowego:
monotematyczny cykl publikacji zatytutowany:

»[Nowe podejscie w analizie zwigzkow biologicznie aktywnych przy wykorzystaniu laserowej
Jjonizacji/desorpcji wspomaganej matrycq (MALDI)”

(b) wykaz powigzanych tematycznie artykulow naukowych stanowigcych podstawe
postepowania habilitacyjnego:

Publikacje [H1-H11] wchodzace w sklad jednotematycznego cyklu prac stanowigcych
podstawe osiggniecia naukowego pochodza z czasopism znajdujacych sie na liscie JCR
(ang. Journal Citation Reports). Jestem autorem do korespondencji w przypadku 1 publikacji
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[H11]. W publikacjach H1-H11 m¢j wktad w autorstwo wynosit od 55% do 85%, za$ Sredni
udziat procentowy wyniost 67,09%. W przypadku publikacji H1-H11 podatem Impact Factor
(IF) odnoszacy si¢ do roku wydania publikacji, punktacje MNiSW odnoszacg si¢ do roku
wydania publikacji, a takze liczb¢ cytowan na podstawie bazy danych Web of Science na
dzien 21.02.2019.

[H1] K. Meller, P. Pomastowski, M. Szumski, B. Buszewski, ,,Preparation of an improved
hydrophilic monolith to make trypsin-immobilized microreactors”, J. Chromatogr. B,
2017, 1043, 128-137; IF = 2,441; Cl = 7; PM = 30

Wklad w autorstwo 70%

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, kierowaniu projektem

naukowym obejmujagcym badania opisane w tej pracy, zaplanowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu

i wykonaniu analiz instrumentalnych, dyskusji uzyskanych wynikdéw, napisaniu wstepnej wersji manuskryptu,

redakcji cato$ci pracy.

[H2] A. Rogowska, K. Rafinska, P. Pomastowski, J. Walczak, V. Railean-Plugaru,
M. Buszewska-Forajta, B. Buszewski, ,Silver nanoparticles functionalized
with ampicillin”, Electrophoresis, 2017, 38(21), 2757-2764; IF = 2,744; Cl = 2;
PM =25

Wkiad w autorstwo 55%

Mo¢j wktad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu i wykonaniu analiz spektrometrycznych oraz spektroskopowych, dyskusji i interpretacji
uzyskanych wynikéw, napisaniu wstepnej wersji manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H3] A. Krél, P. Pomastowski, K. Rafinska, V. Railean-Plugaru, J. Walczak, B. Buszewski
,Microbiology neutralization of zearalenone using Lactococcus lactis and
Bifidobacterium sp”, Anal. Bioanal. Chem., 2018, 410(3), 943-952; IF = 3,430; CI = 0;
PM =35

Wklad w autorstwo 65%

Mo¢j wktad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu i wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikéw, napisaniu wstepnej wersji

manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H4] A. Krdl, P. Pomastowski, K. Rafinska, V. Railean-Plugaru, B. Buszewski, ,,Zinc oxide
nanoparticles: synthesis, antiseptic activity and toxicity mechanism”, Adv. Colloid
Interface Sci., 2017, 249:37-52; IF = 7,223; C1 = 13; PM = 40

Wkiad w autorstwo 70%

Mo¢j wktad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu i wykonaniu interpretacji uzyskanych danych, napisaniu wstepnej wersji manuskryptu,
redakcji cato$ci pracy.

[H5] H. Al-Suod, P. Pomastowski, M. Ligor, V. Railean-Plugaru, B. Buszewski, ,,New
approach for fast identification of cyclitols by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry”,
Phytochem. Anal., 2018, 29(5), 528-537; IF = 2,292; CI =1; PM = 30

Wkiad w autorstwo 55%

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu i wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikow, napisaniu wstgpnej wersji

manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H6] V. Railean-Plugaru, P. Pomastowski, T. Kowalkowski, M. Sprynskyy, B. Buszewski,
,,Physicochemical study of natural fractionated biocolloid by Asymmetric Flow Field-
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Flow Fractionation in tandem to various complimentary techniques using biologically
synthesised silver nanocomposites”, Anal. Bioanal. Chem., 2018, 410(11), 2837-2847,
IF =3,420; Cl =-0; PM =30

Wkiad w autorstwo 70%

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu i wykonaniu analiz spektrometrycznych oraz spektroskopowych, dyskusji uzyskanych
wynikow, napisaniu wstgpnej wersji manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H7] M. Szultka-Mtynska, P. Pomastowski, B. Buszewski, ,,Application of solid phase
microextraction  followed by liquid  chromatography-mass  spectrometry
in the determination of antibiotic drugs and their metabolites in human whole blood
and tissue samples”, J. Chromatogr. B., 2018, 1086:153-165; IF= 2,603; CI = 1;
PM =30

Wklad w autorstwo 70%

Mo¢j wktad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu i wykonaniu

analiz przy wykorzystaniu techniki laserowej desorpcji/jonizacji probki wspomaganej matrycg, dyskusji

i interpretacji uzyskanych wynikow, uczestniczeniu w napisaniu wstepnej wersji manuskryptu, redakcji catosci

pracy.

[H8] A. Rogowska, P. Pomastowski, M. Ztoch, V. Railean-Plugaru, A. Krdl, K. Rafinska,
M. Szultka-Mtynska, B. Buszewski, ,The influence of different pH
on the electrophoretic behaviour of Saccharomyces cerevisiae modified by calcium
ions”, Sci. Rep., 2018, 8(1), 1-10; IF =4,259; Cl = 1; PM =40

Wkiad w autorstwo 60%

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji

pracy, zaplanowaniu i wykonaniu analiz spektrometrycznych, spektroskopowych oraz elektroforetycznych,
dyskusji i interpretacji uzyskanych wynikow, napisaniu wstepnej wersji manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H9] A. Krél, V. Railean-Plugarua, P. Pomastowski, M. Ztoch, B. Buszewski, Mechanism
study of intracellular zinc oxide nanocomposites formation, Coll. Surf. A, 2018, 553,
349-358; IF = 2,714; Cl =0; PM = 30

Wklad w autorstwo 70%

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji
pracy, zaplanowaniu i wykonaniu analiz, dyskusji uzyskanych wynikéw, napisaniu wstepnej wersji
manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H10] G. Sagandykova, P. Pomastowski, R. Kaliszan, B. Buszewski, ,,Modern analytical
methods for consideration of natural biological activity”, Trends Anal. Chem. 2018,
109, 198-213; IF = 7,621; CI =0; PM =50

Wkiad w autorstwo 60%

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegat na dokonaniu przegladu literaturowego, zaplanowaniu koncepcji

pracy, uczestniczeniu w dyskusji uzyskanych danych literaturowych, uczestniczeniu w napisaniu wstgpnej wersji
manuskryptu, redakcji catosci pracy.

[H11] P. Pomastowski, B. Buszewski, ,,Complementarity of matrix- and nanostructure-
Assisted Laser Desorption/lonization Approaches”, Nanomaterials, 2019, 9(2), 1-24;
IF =3,504; ;Cl=0; PM =35

Wklad w autorstwo 85%
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Moj wkilad w powstanie tej pracy polegal na dokonaniu przegladu literaturowego, kierowaniu projektem
naukowym obejmujacym zalozenia opisane w tej pracy, zaplanowaniu koncepcji pracy, zaplanowaniu
i wykonaniu analizy danych literaturowych, dyskusji uzyskanych wynikéw, napisaniu wstgpnej wersji
manuskryptu, redakcji catoci pracy, korespondencji z redaktorem czasopisma oraz recenzentami.

PODUSMOWANIE

Publikacje [H1-H11] tworzace osiagniccie habilitacyjne wykazuja nastepujace wskazniki
bibliometryczne:

- sumaryczny wspotczynnik oddziatywania IF (wg. listy JCR): 40,59
- §rednia warto$¢ IF (wg. listy JCR): 3,690

- sumaryczna punktacja MNiSW: 370

- §rednia liczba punktéw MNiSW: 33,64

4.2. Autoreferat wraz z omowieniem osiggniecia naukowego

Wykaz skrotow
Skrét Znaczenie

1,5-DAN 1,5-diaminonaftalen

16S rDNA Sekwencjonowanie genu 16S rRNA

2D-GE dwuwymiarowa elektroforeza zelowa (ang. two-dimensional gel
electrophoresis - mass spectrometry)

A4F Frakcjonowanie @~ w  asymetrycznym  polu  sit  przeptywu
(ang. asymmetric flow field flow fractionation)

AgNPs Nanoczastki srebra (ang. silver nanopatrticels)

ALD Wytarzanie warstw atomowych (ang. atomic layer deposition)

BAEE Ester etylowy N-a-benzoilo-L-argininy

BLAS Baza danych BLAS (ang. Basic Local Alignment Search Tool)

BSA Albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumin)

CN Kazeina (ang. casein)

CVvD Chemiczne osadzanie z fazy gazowej (ang. chemical vapour
deposition)

CZE Strefowa elektroforeza kapilarna (ang. capillary zone electrophoresis)

CZE-MS Strefowa elektroforeza kapilarna potaczona ze spektrometrem mas
(ang. capillary zone electrophoresis - mass spectrometry)

DHB Kwas 2,5-dihydroksybenzoesowy

DIT Ditranol

DLS Dynamiczne rozpraszanie $wiatta (ang. dynamic light scattering)

DLVO Teoria Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek

ESI Elektrosprej (ang. electrospray)

FAO Organizacja do spraw zywienia i rolnictwa (ang. Food and Agriculture
Organization)

FTIR Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera (ang. Fourier-
transform infrared spectroscopy)

GMA-EDMA Monolityczny kopolimer metakrylanu glicydylu i dimetakrylanu
glikolu etylenowego

HCCA Kwas  alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowy  (ang.  a-cyano-4-

hydroxycinnamic acid)
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HEMA-MBA
IMERs
LC-MS

LIFT

LTF
MALDI

MALDI TOF MS

MALDI TOF-TOF
MS

MS
NALDI

NCBIR
NCN
NMR
PCM

PMF
QSAR

SA
sDHB

SDS-PAGE

SEM

SPE
SPME

Tl
TEM

TFA

TOF
TOF-TOF
TS1

UV-VIS

Metakrylan 2-hydroksyetylu jako funkcjonalny monomer i N,N'-
metylenobis (akryloamid)

Mikroreaktory enzymatyczne z immobilizowanymi enzymami
(ang. immobilized enzyme reactors)

Chromatografia cieczowa potaczona ze spektrometrem mas (ang. liquid
chromatography-mass spectrometry)

Laserowa  technologia  jonizacji/fragmentacji (ang. laser
ionization/fragmentation technology)

Laktoferryna (ang. lactoferrin)

Laserowa  jonizacja/desorpcja  probki  wspomagana  matryca
(ang. matrix-assisted laser desorption/ionization)

Spektrometryczna metoda laserowej jonizacji/desorpcji  probki
wspomagana matryca z analizatorem czasu przelotu (ang. matrix-
assisted laser desorption/ionization with time-of-flight analyzer mass
spectrometry)

Spektrometryczna metoda laserowej jonizacji/desorpcji  probki
wspomagana matrycg z tandemowym analizatorem czasu przelotu
(ang. matrix-assisted laser desorption/ionization with tandem time-of-
flight analyzer mass spectrometry)

Spektrometria mas (ang. mass spectrometry)

Laserowa jonizacja/desorpcja wspomagana nanostrukturami (ang.
nanostructure-assisted laser desorption/ionization)

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju

Narodowe Centrum Nauki

Magnetyczny rezonans jadrowy (ang. nuclear magnetic resonance)
Polska Kolekcja Mikroorganizméw  (ang. Polish  Collection
of Microorganisms)

Peptydowy odcisk palca (ang. peptides molecular fingerprint)
Teoretyczne  relacje  aktywno$¢  biologiczna  —  struktura
(ang. quantitative structure—activity relationship models)

Kwas synapinowy (ang. sinapic acid)

Mieszanina kwasu 2,5-dihydroksybenzoesowy i kwasu 2-hydroksy-5-
metoksybenzoesowego w stosunku 9:1

Gradientowa  elektroforeza  jednokierunkowa ~w  warunkach
denaturujacych (ang. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis)

Skaningowa mikroskopia elektronowa (ang. scanning electron
microscopy)

Ekstrakcja do fazy stalej (ang. solid phase exstraction)

Mikroekstrakcja do fazy stacjonarnej (ang. solid phase
microextraction)

Mikroreaktor na bazie tancucha z dwoma jednostkami weglowymi
Transmisyjna mikroskopia elektronowa (ang. transmission electron
microscopy)

Kwas trifluorooctowy (ang. trifluoroacetic acid)

Analizator czasu przelotu (ang. time-of-flight)

Tandemowy analizator czasu przelotu (ang. tandem time-of-flight)
Mikroreaktor na bazie tancucha z dwunastoma jednostkami
weglowymi

Spektrofotometria (ang. ultraviolet—visible spectroscopy)
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ZEA Zearalenon
ZnO NPs Nanoczastki tlenku cynku (ang. zinc oxide nanoparticles)

Wprowadzenie

W 2010 roku ukonczylem studia licencjackie na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, a nastgpnie rozpoczalem studia magisterskie na specjalnosci
chemia §rodowiska. Przedmiotem pracy dyplomowej, wykonanej pod kierunkiem
prof. dr hab. Bogustawa Buszewskiego, bylo okreSlenic wpltywu heterogenicznosci
powierzchni biokoloidow na ich rozdzielanie elektroforetyczne. Podczas realizacji pracy
magisterskiej odbylem miesigczny staz w Zaktadzie Diagnostyki Mikrobiologicznej,
Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego im. L. Rydygiera w Toruniu. Podczas pobytu
poszerzytem swoja wiedzg z zakresu hodowli, analizy i identyfikacji mikroorganizmoéow przy
wykorzystaniu klasycznych metod posiewowych. Tytul magistra uzyskatem w czerwcu 2012
roku. Wyniki mojej pracy prezentowatem na konferencjach krajowych i miedzynarodowych.
Ukazaly si¢ one takze drukiem w formie publikacji naukowej [1]. W tym samym roku
zostalem stuchaczem Studium Doktoranckiego na Wydziale Chemii, UMK w Toruniu.
Rozpoczalem realizacj¢ pracy doktorskiej pod tytutem: ,,Synteza i charakterystyka
nanokompozytow bazujgcych na wigzaniu kationow metali z biatkami”, bezposrednio
pod kierunkiem prof. dr hab. B. Buszewskiego. Przedmiotem badan byla synteza
nanokompleksowych zwigzkéw kazeiny z srebrem i cynkiem, laktoferryny z srebrem
oraz opis mechanizmu wigzania jonéw metali przez biatka wyizolowane z mleka krowiego.
Opracowalem nowa procedur¢ frakcjonowania izoform kazeiny (CN). Ponadto, opisatem
kinetyke wigzania jonéw srebra do laktoferryny (LTF) 1 kazeiny oraz dodatkowo jonow
cynku do kazeiny. Podczas realizacji pracy doktorskiej opisalem mechanizm molekularny
formowania si¢ kompleksow metali przy wykorzystaniu technik instrumentalnych,
polaczonych z metodami obliczeniowymi. Dodatkowo, wykazatem dzialanie antybakteryjne
nanokompleksow Ag-LTF wobec patogenow o znaczeniu klinicznym. Opracowanie metody
otrzymywania antybakteryjnych biatkowych nanokompozytow metali stwarzajag mozliwos$ci
do ich zastosowania przemystowego, produkcji na duzg skalg¢ jako preparatow stosowanych
do leczenia trudno gojacych si¢ ran, odlezyn, oparzen, jak rowniez miejscowego leczenia
infekcji gardta. Natomiast, otrzymane kompleksy kazeiny z cynkiem posiadaja potencjat
komercjalizacyjny w przemysle farmaceutycznym i niewatpliwie moga stanowi¢ cenny
materiat do dalszych medycznych badan nad suplementacja cynku. Wynikiem prowadzonych
badan bylo zgloszenie patentowe (nr P.418480) oraz szereg publikacji w czasopismach
0 zasiggu migdzynarodowym m.in. [2][3][4]. Sa to jedne z pierwszych prac na $wiecie
poswigcone temu tematowi. W realizacji badan duze znaczenie miaty projekty badawcze,
w ktorych petnilem rolg kierownika i wykonawcy. Byl to m.in. grant NCN Preludium
(2013/11/N/ST4/01835), granty UMK: 1513-Ch, 2082-Ch, oraz 2 Stypendia Marszatka
Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego, ktore w 50% przeznaczytem na realizacj¢ badan.
W roku akademickim 2012/2013, zrealizowatem badania w ramach migdzynarodowego stazu
naukowego pod kierunkiem prof. F. Killara (Uniwersytet w Peczu, Wegry) w ramach projektu
CEEPUS III. Ponadto, w tym okresie odbylem szkolenia operatora MALDI TOF/TOF MS
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oraz potaczenia nLC-MS w Bremie w Niemczech. W trakcie realizacji rozprawy doktorskiej
zostalem zatrudniony na stanowisku asystenta na Wydziale Chemii UMK w Toruniu
wramach projektu Symfonia-1 (NCN 2013/08/W/NZ8/0070) kierowanego przez
prof. dr hab. Bogustawa Buszewskiego. Tytul doktora nauk chemicznych uzyskatam
w grudniu 2016 roku. Prac¢ doktorska wyrozniono odrgbng uchwata Wydziatu Chemii UMK
w Toruniu. Rozprawa doktorska uzyskata rowniez szereg nagrod i wyrdznien, m.in. nagrode
firmy Leco i Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej Akademii Nauk za najlepszg rozprawe
doktorska z chemii analitycznej oraz Oddziatu Polskiej Akademii Nauk w Gdansku
za najlepsza prace tworczg opublikowang w 2016.

Po uzyskaniu tytutu doktora nauk chemicznych, zostalem = zatrudniony
w Interdyscyplinarnym Centrum Nowoczesnych Technologii UMK w Toruniu na stanowisku
adiunkta naukowego, rozpoczynajac tym samym badania naukowe, ktore stanowig podstawe
rozprawy habilitacyjnej.
W lutym 2017 roku zostalem stypendysta Fundacji na rzecz Nauki Polskiej w ramach
programu START, natomiast w czerwcu 2018 zostatem kierownikiem projektu Opus 14
z Narodowego Centrum Nauki nr NCN 2017/27/B/ST4/02628 (2018-2021), pt. ,,Synteza
kompleksowych zwigzkow srebra i cynku na bazie kazein i bialek serwatki oraz nanoczgstek
srebra i tlenku cynku przez probiotyczne bakterie kwasu mlekowego™.

Ponadto, w marcu 2017 roku odbylem wizyt¢ naukowa na Uniwersytecie Pukyong National
University, Intelligent Systems Laboratory w Busan w Republice Korei Potudniowe,
natomiast w lipcu 2018 roku na Uniwersytecie Babes-Bolyai, Raluca Ripan Institute
for Research in Chemistry w Cluj Napoca (Rumunia). W latach 2016-2019 sprawowatem
opieke nad rozprawami doktorskimi: mgr A. Krol, mgr A. Rogowskiej, mgr A. Rodzik
oraz dr Viorici Railean-Plugaru. W listopadzie 2018 uchwalg Rady Wydziatlu Chemii UMK
w Toruniu nr 7/2018/19 zostalem promotorem pomocniczym wszczetego przewodu
doktorskiego mgr Gulyaim Sagandykova.

W tym okresie rownolegle zajmowalem si¢ rowniez badaniami jako wykonawca
w ramach nastgpujacych projektow: BIOSTRATEG 2 z Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju nr BIOSTRATEG2/298205/9/NCBR/2016 (2016-2019), OPUS z Narodowego
Centrum Nauki nr NCN 2016/21/B/ST4/02130 (2016-2019), Sonata z Narodowego Centrum
Nauki nr NCN 2016/21/D/ST4/03730 (2016-2019). Efektem byto opublikowanie szeregu prac
naukowych z tego zakresu m.in. [5][6] oraz dokonanie dwoch zgloszen patentowych
(P.421739, P.425990) oraz dwoch depozytow patentowych szczepow bakterii kwasu
mlekowego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow.

Laserowa desorpcja/jonizacja probki wspomagana matryca

Problematyczny charakter wspotczesnych badan analitycznych zwigzany jest glownie
ze ztozonos$cig analizowanych matryc biologicznych i bardzo niskim st¢zeniem badanych
analitow, ktorych ilo$¢ jest zazwyczaj mata 1 czgsto reprezentatywna dla kilku komorek
(np. lizatow komoérkowych). Konsekwencja wyzej wymienionych cech matryc
biologicznych jest potrzeba poszukiwania wysoce skutecznych, wydajnych i czulych
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metod analitycznych pozwalajacych z jednej strony na wykrywanie makroczasteczek,
az drugiej strony analize zwiazkow niskoczasteczkowych. Wymagania te moga by¢
spelnione przez zastosowanie technik spektrometrycznych. Spektrometria masowa (MS,
ang. mass spectrometry) obok technik spektroskopowych takich jak: magnetyczny rezonans
jadrowy (NMR, ang. nuclear magnetic resonance), spektroskopia w podczerwieni
z transformacjg  Fouriera (FTIR, ang. Fourier-transform infrared spectroscopy),
spektrofotometria (UV-VIS, ang. ultrafiolet-visible) czy spektroskopia fluorescencyjna jest
podstawowa metoda identyfikacji substancji biologicznie aktywnych. Jej zaletg jest bardzo
wysoka czuto$¢, ktora w potaczeniu z innymi technikami analitycznymi, takimi jak:
chromatografia cieczowa (LC-MS, ang. liquid chromatography - mass spectrometry)
lub elektroforeza kapilarna (np. metoda strefowej elektroforezy kapilarnej (CZE-MS,
ang. capillary zone electrophoresis - mass spectrometry) i dwuwymiarowa elektroforeza
zelowa (2D-GE, ang. two-dimensional gel electrophoresis - mass spectrometry) daje
mozliwo$ci przeprowadzenia analizy bardzo ztozonych mieszanin, np. peptydow i biatek,
takich jak frakcje kazeinowe, a nawet mieszanina natywnych biatek mikroorganizmow [7].
Pomimo ogromnej réznorodnosci technik spektrometrii masowej schemat konstrukcji
we wszystkich aparatach jest podobny. Gtownymi elementami sa: Zrdédlo jonéw (zachodzi
W nim jonizacja czasteczki), analizator (nastgpuje w nim rozdzielanie jonow za wzgledu
na mase i tadunek, m/z), detektor oraz rejestrator [8].

Laserowa desorpcja/jonizacja probki wspomagana matryca, MALDI (ang. matrix-
assisted laser desorption/ionization) jest jedna z metod jonizacji, w ktorej jony sa wytwarzane
za pomocg lasera, gldwnie pracujacego w zakresie UV. MALDI jest technika jonizacji
rozwijang w spektrometrii mas od potowy lat 80-tych, najczgsciej w potaczeniu
z analizatorem czasu przelotu (TOF, ang. time-of-flight) pojedynczym badZz tandemowym
(TOF-TOF) wymagajacych do pracy najczesciej wysokiej prozni [9]. Umozliwia ona analize
labilnych czasteczek w fazie gazowej w postaci tzw. ,,jonéw pseudomolekularnych”. Dlatego
tez MALDI, podobnie jak elektrosprej (ESI, ang. elektrospray), nalezy do grupy migkkich
technik jonizacji. Z drugiej strony, zaletg MALDI w poréwnaniu z technikg jonizacji ESI jest
wigksza tolerancja na obecnos¢ soli lub detergentoéw w probkach w przypadku analizy biatek
wyizolowanych z rdéznych matryc biologicznych 1 oczyszczonych technikami
elektroforetycznymi, np. za pomoca dwuwymiarowej elektroforezy zelowej. Jonizacja
MALDI jest wynikiem promieniowania laserowego w wyniku krystalizacji mieszaniny probki
I matrycy. Matryca posredniczy w przekazywaniu energii do badanej substancji oraz utatwia
jonizacje 1 desorpcje probki. Celem matrycy jest jonizacja czasteczek, ktdére nie moga
pochlania¢ promieniowania laserowego. Dlatego tez jonizacja w MALDI przebiega posrednio
[10].

W ostatnich latach laserowa desorpcja/jonizacja probki wspomagana matrycg stala sig¢
gléwnym narzgdziem do badania makroczasteczek biologicznych takich jak lizaty
komorkowe czy biatka, zwlaszcza w oznaczaniu ich mas czasteczkowych, profili
molekularnych, struktury i modyfikacji potranslacyjnych [7]. Niestety, ze wzgledu
na kluczowa role matrycy, ktorg zwykle jest kwas organiczny o niskiej masie czasteczkowej,
metody przygotowania probki jak i interpretacja widm masowych w zakresie mas ponizej m/z
500 sa trudne 1 problematyczne. Dlatego tez, analiza zwigzkoéw o niskiej masie czasteczkowe]
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w ukladzie wspomaganym matryca, jak 1 interpretacja procesOw fizykochemicznych,
W ktorych one uczestniczg jest aktualnym problemem badawczym.

Cele badan, realizowanych w ramach rozprawy habilitacyjnej

Powodem podje¢cia niniejszych badan realizowanych w ramach rozprawy habilitacyjnej
oraz opisanych w pracach H1-H11 [11,13,15, 17-22, 25-26] zgloszonych do postepowania
awansowego byto opracowanie nowych metod przygotowania probek oraz analizy
biologicznie aktywnych zwigzkoéw takich jak:

e biatka: albumina surowicy bydlecej, BSA (ang. bovine serum albumin), biatkowe
lizaty komorkowe (bakteryjne, drozdzowe), nanoczastki metali i ich tlenki
e zwigzki niskoczgsteczkowe: wybrane antybiotyki, cyklitole, zearalenon

w uktadach natywnych matryc biologicznych jak réwniez w potaczeniu z ukladami
biokoloidalnymi:

e nanoczastki: srebra, AgNPs (ang. silver nanoparticles) oraz tlenku cynku, ZnO NPs
(ang. zinc oxide nanoparticels)

e komorki bakteryjne i drozdzowe

przy wykorzystaniu technologii laserowej jonizacji/desorpcji wspomaganej matrycg
oraz w potaczeniu z wybranymi technikami instrumentalnymi:

e metodami spektroskopowymi (UV-VIS, FTIR)

e dynamicznym rozpraszaniem $wiatta DLS (ang. dynamic light scattering)

e mikroskopowymi:  (mikroskopia  fluorescencyjna, skaningowa  mikroskopia
elektronowa SEM (ang. scanning electron microscopy), transmisyjna mikroskopia
elektronowa TEM (ang. transmission electron microscopy)

e celektroforetycznymi: gradientowa elektroforeza jednokierunkowa w warunkach
denaturujacych (SDS-PAGE, ang. sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis) oraz strefowa elektroforeza kapilarng (ang. capillary zone
electrophoresis).

e frakcjonowaniem w asymetrycznym polu sit przeptywu (ang. asymmetric flow field
flow fractionation; A4F)

Majac na uwadze powyzsze zagadnienia celem realizowanych w ramach rozprawy
habilitacyjnej badan byto:

1. Opracowanie selektywnych metod przygotowania materialu  biatkowego
z zastosowaniem mikroreaktorow enzymatycznych z immobilizowanymi enzymami,
oraz klasycznego trawienia enzymatycznego przy wykorzystaniu trypsyny jako
metody odniesienia do analizy MALDI MS. Dodatkowo, etap ten obejmowat rowniez
dobor parametrow analitycznych przygotowania probki do analizy MALDI MS takich
jak: rodzaj i stgzenie matrycy, rodzaj rozpuszczalnika, wybor ptytki oraz sposobu
naktadania probki i matrycy H1, H11 [11,25].
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2. Opracowanie selektywnych metod analizy zwigzkow niskoczasteczkowych H11 [25],
takich jak: antybiotyki m.in. amoksycylina, cefotaksym, ciprofloksacyna,
metronidazol H7 [20], ampicylina H2 [13], cyklitole (D-chiro-inozytol, L-chiro-
inozytol, D-pinitol) H5 [18] oraz mykotoksyna, zearalenon H3 [15] przy zastosowaniu
spektrometru MALDI TOF-TOF MS oraz referencyjnych metod instrumentalnych.
Kolejny etap badan stanowil zastosowanie opracowanych procedur analitycznych
W analizie wyzej wymienionych zwigzkow izolowanych bezposrednio z matryc
biologicznych: antybiotykéw z krwi ludzkiej H7 [20], zearalenonu izolowanego
z pozywki mikrobiologicznej M9 H3 [15] oraz cyklitoli analizowanych bezposrednio
w ekstraktach ro$linnych Medicago sativa L. H5 [18].

3. Opracowanie selektywnej metody identyfikacji mikroorganizméw dla bakterii
srodowiskowych izolowanych z:

e mleka krowiego: Bifidobacterium sp. H3 [15] Lactococcus lactis
oraz Lactobacillus casei [12], Lactococcus lactis 56 [16]
e twarogu Lactobacillus paracasei LB3 H9 [26]
e drozdzy Saccharomyces cerevisiae izolowanych z produktow spozywczych
H8 [21]
przy wykorzystaniu spektrometrycznej techniki MALDI TOF MS w wariancie domowych
repozytoriow widm [27], [28] oraz platformy Biotyper w potaczeniu ze sekwencjonowaniem
16S rDNA w przypadku identyfikacji molekularnej bakterii oraz 28S rDNA w przypadku
analizy drozdzy [14]. Nastepnie, dla otrzymanych 1 zdeponowanych szczepow
mikroorganizmoéw byto planowane opracowanie:

e metody zewnatrzkomodrkowej syntezy nanoczastek tlenku cynku ZnO NPs
(ang. zinc oxide nanoparticels) przy wykorzystaniu szczepu L. lactis 56 H9
[26] o $cisle okreslonych whasciwosciach fizykochemicznych oraz o okreslonej
aktywnosci biologicznej H4 [17]

o metody elektroanalizy przy wykorzystaniu strefowej elektroforezy kapilarnej
zidentyfikowanego szczepu L. lactis [24] oraz drozdzy S. cerevisiae H8 [21].

4. Opracowanie metody badania oddziatywania biokoloidow:

e komorek bakteryjnych: L. lactis z jonami srebra [16], drozdzy S. cerevisiae z
jonami cynku H8 [21], bakterii L. lactis i L. casei z jonami srebra [12], bakterii
Bacillus subtilis z jonami i nanoczgstkami srebra [23], L. lactis oraz
Bifidobacterium sp. z czasteczkami zearalenonu H3 [15]

e nanoczastek srebra z peptydami H6 [19] oraz z ampicyling H2 [13]

przy wykorzystaniu spektrometrycznej techniki MALDI TOF MS w potaczeniu z technikami
instrumentalnymi  jako nowe podejScie w opisie procesdOw  wigzania/biosorpcji
oraz aktywnosci biologicznej biokoloidow H10 [22].

Przygotowanie probek — wspoélczesne strategie analityczne stosowane w analizie bialek
za pomoca laserowej desorpcji/jonizacji probki wspomaganej matryca
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Biatka sa liczng i wazna grupa czasteczek, odgrywajaca niezwykle istotng rolg
w komorkach i tkankach. Identyfikacja i analiza bialek stala si¢ kluczowym punktem nie
tylko w biochemii, ale réwniez w chemii analitycznej i medycynie. Istnieje wiele dobrze
znanych metod powszechnie stosowanych do rozdzielania biatek (np. SDS-PAGE,
ogniskowanie izoelektryczne, czy dwuwymiarowa elektroforeza zelowa), wykrywania
specyficznych bialek w probce (immunoblotowanie) oraz do identyfikacji bialek
(np. degradacja Edmana i spektrometria mas) [29]. Od konca lat 80-tych, analiza jako$ciowa
biopolimerow jest zdominowana przez spektrometri¢ mas 1 metode tzw. peptydowego odcisku
palca (ang. PMF, peptide mass fingerprint). Polega ona na poczatkowym trawieniu biatka
specyficznym enzymem (najcze$ciej trypsyna), a nastgpnie spektrometrycznym oznaczaniu
powstatych fragmentéw polipeptydowych, ktore sa dla niego charakterystyczne [7].
Identyfikacja poszczegdlnych bialek odbywa si¢ na podstawie poréwnania otrzymanego
widma MS z proteomiczng baza danych. Tradycyjne procedury dotyczace proteolizy
obejmuja prowadzenie reakcji w jednorodnym roztworze rozpuszczonego enzymu
(z dodatkiem jego inhibitora) oraz badanego biatka. Metoda ta posiada szereg ograniczen,
a do najbardziej istotnych nalezy zaliczy¢ czasochtonno$¢ (dtugi czas inkubacji enzymu
z biatkiem, 12-24 godzin) oraz zanieczyszczenie probki fragmentami pochodzacymi
z autolizy (samotrawienia) proteaz. W tym miejscu istotng rolg mogg petni¢ mikroreaktory
enzymatyczne z immobilizowanymi enzymami (ang. IMERs, immobilized enzyme reactors),
stuzagce do prowadzenia biokatalitycznej hydrolizy zaréwno biatka wczesniej wydzielonego
z mieszaniny, jak i trawienia wcze$niej nierozdzielonej mieszaniny bialek wystepujacych
W probce (strategia ,,shotgun’) H11 [25].

Dlatego tez, jednym z gtownym celow prac wchodzacych w cykl publikacji H1-H11
bylo opracowanie metody wytwarzania zminiaturyzowanego uktadu analitycznego na bazie
kapilary kwarcowej ze ztozem monolitycznym z unieruchomiong (immobilizowang) trypsyna
do trawienia wielkoczasteczkowych struktur biatkowych takich jak transferryna [30] czy BSA
H1 [11], wykorzystanych jako metoda przygotowania materialu biatkowego
do spektrometrycznej analizy MALDI TOF-TOF MS.

W ramach przeprowadzonych badan zsyntetyzowatem ztoze (nos$nik) wykazujace dobra
przepuszczalno$¢, rozwinigtg powierzchnie wlasciwg 1 duze obsadzenie grupami funkcyjnymi
zdolnymi do zwigzania trypsyny. W badaniach wykorzystalem monolityczny kopolimer
metakrylanu glicydylu i dimetakrylanu glikolu etylenowego (GMA-EDMA) oraz metakrylan
2-hydroksyetylu jako funkcjonalny monomer i N,N'-metylenobis (akryloamid) (HEMA-
MBA) jako hydrofilowy $rodek sieciujacy. Wbudowane w no$nik grupy epoksydowe zostaty
poddane modyfikacjom majgcym na celu utworzenie tancucha dystansujgcego 1 ostateczne
zwigzanie trypsyny. Pierwszym etapem byla aminoliza grup epoksydowych prowadzona
1,6 -diaminaheksanem, nastepnie przylaczenie aldehydu glutarowego i zwigzanie enzymu
poprzez jego grupy aminowe (reszty lizyny). Powstate w toku wyzej opisanych reakcji
niestabilne wigzania iminowe zostaly zredukowane za pomocg cyjanoborowodorku sodu.
Zabieg ten zwigkszyt trwato§¢ uktadu i zapobiegl wymywaniu enzymu ze ztoza. Z kolei
utworzony tancuch dystansujacy pomiedzy no$nikiem a biokatalizatorem zwigkszyt
dostepnos$¢ czasteczek substratu dla centrow aktywnych trypsyny i zmniejszyt zawady
steryczne, co doprowadzilo do zwigkszenia wydajnosci reakcji enzymatycznej. Sprawnos¢
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mikroreaktora ocenitem przeprowadzajac rozklad substratu wzorcowego trypsyny (estru
etylowego N-a-benzoilo-L-argininy (BAEE) poprzez chromatograficzne rozdzielanie
produktéow reakcji i pomiar powierzchni piku pochodzacego od substratu. Efektywnos¢
trawienia weryfikowalem za pomoca gradientowej SDS-PAGE potaczonej z detekcja stgzenia
biatka za pomocg FTIR. Natomiast, produkty hydrolizy BSA (jako substratu
wielkoczgsteczkowego) zbadatem odpowiednio za pomoca spektrometru MALDI TOF-TOF
MS. Uzyskane wyniki wskazuja, ze najodpowiedniejsza proporcja zastosowanego
trojsktadnikowego rozpuszczalnika porogenu wynosi: 40% 1-dekanol, 20% woda i 20%
2-propanol. Otrzymany monolit HEMA-MBA wykazywal nizsza adsorpcjc BSA
w poréownaniu  GMA-EDMA. Podczas eksperymentu dowiodlem, ze BSA jest mniej
zatrzymywany na monolicie HEMA-MBA zloza w poréwnaniu z kopolimerem GMA-
EDMA. Sugeruje to, ze HEMA-MBA wykazuje wystarczajacy charakter hydrofilowy, aby
unikng¢ hydrofobowej retencji biatka w kapilarze. W drugim etapie badan przeprowadzilem
reakcje enzymu na grupach hydroksylowych poprzez aktywacj¢ ztoza 1,1'-karbonylo-di-
imidazolem. Przetestowatem dwie metody unieruchamiania enzymu. Pierwsze podej$cie
polegato na bezposrednim przylaczeniu trypsyny do grup hydroksylowych tancucha HEMA
0 dwoch weglach (mikroreaktor T1). W drugiej strategii zastosowatem 5-amino-1-pentanol,
aby utworzy¢ rami¢ rozdzielajace o dlugosci 12 atoméw (mikroreaktor TS1). Analiza
chromatograficzna eluatow z mikroreaktoréw T1 i TS1 wykazata, ze mikroreaktor T1
wykazywatl wyzsza aktywnos¢ wzgledem BAEE niz mikroreaktor TS1. Jednakze, trawienie
BSA, a nastepnie analiza MALDI TOF-TOF zebranych eluatéw skutkowata pokryciem
sekwencji wynoszacym 43,9% i 35,7% w przypadku mikroreaktora TS1 i T1 H1 [11], [30].
Analiza uzyskanych frakcji strawionego BSA byta mozliwa dzigki odpowiedniemu doborowi
matrycy: nasycony roztwor HCCA  (kwas alfa-cyjano-4-hydroksycynamonowy)
oraz mieszaniny rozpuszczalnikow 0,1% TFA (kwas trifluorooctowy) oraz acetonitryl
wymieszane w stosunku objetosciowym 30:70. Najefektywniejszg metodg nanoszenia probki
okazala si¢ metoda suchej kropli przy wczesniejszym zmieszaniu w stosunku objetosciowym
1:1 matrycy 1 hydrolizatow BSA i natozeniu mieszaniny na ptytk¢ AnchorChip H1 [11], [30].

Matryce stosowane w technice MALDI to substancje, ktére dobrze pochtaniaja
promieniowanie UV, latwo ulegaja sublimacji, a po desorpcji dostarczaja duze ilo$ci jonow
(protondéw) potrzebnych do jonizacji analitu. Najczesciej stosowanymi matrycami w MALDI
sg kwasy a-cyjano-4-hydroksycynamonowe umozliwiajace analize biatek, peptydow i lipidow
glownie we wspomnianej strategii bottom-up poprzez zastosowanie klasycznego trawienia
w roztworze trypsyny lub IMERs H11 [25].

Dla strategii top down, najczeSciej stosowang matrycg jest kwas synapinowy (SA,
ang. sinapic acid), umozliwiajacy analize bialek i peptydow >3 kDa. W przeprowadzonych
przeze mnie badaniach zastosowanie SA umozliwito identyfikacj¢ masy molekularnej frakcji
kazein [4], laktoferryny [2], BSA H1 [11] czy anhydrazy wegglanowej [31]. Zastosowanie
kwasu 2,5-dihydroksybenzoesowego (DHB) pozwala na analize biatek i peptydow >3 kDa,
polimerow polarnych i fosfolipidow izolowanych z mleka krowiego [32], natomiast ditranol
(DIT) pozwala na wykrywanie polimeréw niepolarnych i glikolipidéw, a 1,5-diaminonaftalen
(1,5-DAN) jest wykorzystywany w sekwencjonowaniu de novo peptydow H11 [25].
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Oprécz wyboru matrycy, na wynik analizy duzy wpltyw ma rowniez metoda naktadania
probki. Najczesciej stosowang metoda naktadania matryc na ptytke MALDI jest metoda
suchej kropli. Zaletami tej metody sa stabilno$¢ probek w czasie oraz mozliwo$¢
przemywania wytraconych krysztatbw woda w celu usunigcia soli H11 [25]. Dodatkowo,
stosuje si¢ metod¢ odparowywania w prozni, gdzie po nalozeniu kropli na ptytce
rozpuszczalnik jest natychmiast odparowywany w prézni, co pozwala na bardziej
rownomierne roztozenie, np. w przypadku analizy mieszanin lipidowych. W metodzie
cienkowarstwowej (np. metody trojwarstwowe, kanapkowe) matryce i probke naklada sie
oddzielnie w szybko odparowujacym rozpuszczalniku, a nast¢pnie naktada na préobke.
Uzyskana w ten sposob wysoka jednorodno$¢ warstwy matrycy umozliwia wysoka
powtarzalno$¢ analizy H11 [25].

Podczas jonizacji MALDI moga powstawac¢ jony dodatnie i ujemne. W przypadku
probek biologicznych powstajg roznego rodzaju addukty: [M+H]", [M+Na]* oraz [M+K]".
Jony zawierajace czasteczke matrycy lub czasteczki powstale w wyniku jej rozktadu sg
zazwyczaj formowane w niskiej wydajnosci. Do stabilizacji jondéw otrzymanych z DIT bardzo
czgsto stosuje sie dodatek kationéw srebra [M+Ag]*. W innych przypadkach pod wplywem
wysokiej temperatury moze wystgpi¢ utrata wody z czgsteczki [M-H2O+H]*. Najczestszymi
sygnatami znajdowanymi na widmach MALDI sg intensywny pik molekularny typu [M+H]*
oraz niewielka liczba wielokrotnie natadowanych jonéw typu [M+nH]™ i [nM+H]*. Ostatnie
dwa typy jondw powstaja czg¢sciej w wyniku jonizacji peptydoéw i czasteczek o duzej masie
czgsteczkowej. Czasami powstajg jony molekularne typu [M]"H11 [25].

Technika MALDI jest jedna z migkkich metod jonizacji. Dodana w nadmiarze matryca
oddziela czasteczki badanej substancji od siebie i bez fragmentacji przekazuje pochioniety
przez nie energie. Poniewaz gldwna cze$¢ energii cieplnej jest przeksztalcana w energie drgan
wigzan chemicznych, pochlanianych przez czasteczki matrycy, analit nie ulega degradacji.
Z drugiej strony, jony o niskiej masie czasteczkowej, w tych warunkach, ulegaja fragmentacji.
Zjawisko to tlumaczy si¢ tym, ze duze czasteczki maja wiele mozliwosci drgan, tak aby
pochtonigta energia zostata rozproszona bez zerwania wigzan chemicznych H11 [25].

W MALDI zjawisko fragmentacji bialek, jak i1 polipeptydow praktycznie nie wystepuje,
w zwigzku z czym w widmach nie obserwuje si¢ sygnatow z jonow fragmentacyjnych
(wynikajacych z rozpadu czasteczek w jonizatorze). Przypadkiem wymagajacym szczegdlnej
uwagi jest tzw. klaster (ang. matrix-cluster), czyli kombinacja kilku jonow bedacych czescia
sygnalow dajacych na widmie sygnal matrycy, znacznie utrudniajgca interpretacje
uzyskanych wynikow. Cho¢ intensywnos$¢ sygnaldow pochodzacych z matrycy maleje
wraz ze wzrostem masy, to w przypadku matej ilosci strawionego biatka (w rzedzie pikomoli)
moga one kolidowaé z sygnatami pochodzacymi z fragmentéw polipeptydow w zakresie
masy do okoto 2 kDa. Czasteczki matrycy HCCA oraz jony K*, Na" i H* tworzg klastry.
Catkowite wyeliminowanie jonéw sodu i1 potasu z ukladu (np. z uzytego roztworu) jest
praktycznie niemozliwe (np. z powodu zastosowania szkla laboratoryjnego), dlatego
na widmach MALDI obecne sg rowniez piki klastrow HCCA. Kompleksy te (klastry)
powstajag w wyniku oddzialywania kationow omawianych metali z grupg karboksylowg lub
n-elektronami pier§cienia aromatycznego czasteczki HCCA (tzw. struktury kanapkowe)
I w zaleznos$ci od liczby czasteczek wchodzacych w sktad klastra moga przyjmowac rozne
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masy. Klastry matrycowe powstaja w obecnosci zwigzkéw organicznych — podczas
wspotkrystalizacja HCCA z analitem, powodujac tlumienie (supresj¢ jonow) i trudnosci
w analizie zwigzkow niskoczasteczkowych H11 [25].

Analiza zwigzkow niskoczasteczkowych w MALDI

Wykrywanie zwigzkéw o niskiej masie czasteczkowej w MALDI-MS jest aktualnym
wyzwaniem analitycznym. Zastosowanie MALDI do analizy zwigzkow o masie
czasteczkowej <700 Da powoduje supresj¢ sygnalu. Jest to spowodowane wysokim
poziomem tta w obszarze niskiej masy (do m/z 800), wptywajac tym samym na obnizenie
czuto$ci pomiaru. Kolejnym problemem jest kwasowos$¢ roztworu matrycy, ktéora moze
prowadzi¢ do degradacji analitu H11 [25]. Pomimo tych ograniczen, w ramach realizowanych
badan z powodzeniem opracowalem metody identyfikacji zwigzkéw niskoczasteczkowych
przy wykorzystaniu techniki laserowej jonizacji/desorpcji probki wspomaganej matryca.

Pierwszg z nich byla szybka i czuta procedura analityczna oparta na MALDI TOF-TOF
MS, ktora zostala zastosowana po raz pierwszy do identyfikacji trzech cyklitoli (D-chiro-
inozytol, L-chiro-inozytol, D-pinitol) z réznych czgéci lucerny Alfalfa (Medicago sativa L.)
Alfalfa jest przedmiotem wielu badan ze wzgledu na korzystne wilasciwosci prozdrowotne
i liczne sktadniki chemiczne. Wsrdd tych sktadnikow sa cyklitole, ktore przyciagnety uwage
ze wzgledu na roznorodno$é posiadanych wiasciwosci biologicznie aktywnych [6]. EKstrakty
roslinne zostaly przygotowane i oczyszczone przy uzyciu ekstrakcji Soxhleta 1 ekstrakcji
do fazy statej (SPE, ang. solid phase exstraction). Nastepnie probki rozpuscitem w matrycy
kwasu a-cyjano-4-hydroksycynamonowego (HCCA, ang. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid),
dobratem warunki ich nakladania na ptytke¢ i poddalem analizie MALDI TOF-TOF MS
stosujagc tryb jonizacji dodatniej. W oparciu o masy czasteczkowe oraz informacje
0 otrzymanych jonach fragmentarycznych 1 chemi¢ cyklitoli z powodzeniem
zidentyfikowatem D-chiro-inozytol, L-chiro-inozytol oraz D-pinitol w ekstraktach
pozyskanych z lisci, todygi 1 kwiatow lucerny. Uzyskane wyniki wykazaty, ze MALDI TOF
MS jest szybkim i czulym narzedziem do identyfikacji cyklitoli w natywnych ekstraktach
roslinnych H5 [18].

Drugg, opracowang przeze mnie metoda identyfikacji zwiazkéw o masach
niskoczasteczkowych bylto zastosowanie techniki MALDI w identyfikacji ampicyliny H2 [13]
oraz antybiotykow m.in. amoksycyliny, cefotaksymu, ciprofloksacyny, metronidazolu
i ich metabolitow izolowanych z krwi i tkanek ludzkich poprzez zastosowanie metod
bezposrednich oraz techniki mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej, SPME (ang. solid phase
microextraction) H7 [20]. SPME jest technikg przygotowania probki, w ktorej stosuje si¢
wlokna kwarcowe pokryte odpowiednig fazg stacjonarng, w moim przypadku tancuchami
oktadecylowymi. Gdy widkno jest wprowadzane do probki, pewna ilos¢ docelowego analitu
przemieszcza si¢ z matrycy do fazy stacjonarnej polimeru pokrywajacego wiokno,
az do uzyskania stanu réwnowagi [20]. W celu opracowania metody identyfikacji
antybiotykow zastosowatem trzy matryce: HCCA, DHB i sDHB (mieszanina 9:1 DHB
i kwasu 2-hydroksy-5-metoksybenzoesowego). DHB i sDHB okazaly si¢ najlepszymi
matrycami w analizie antybiotykoéw, ze wzgledu na ich nature krystalizacji oraz stosunkowo
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niski efekt supresji w zakresie <800 m/z. Zastosowanie tych matryc zapewnito stabilng
jonizacje, wysoka odtwarzalno$¢ i rozdzielczo$¢ zarejestrowanych widm MS. Podczas
pomiarow wybranych antybiotykdw w probkach osocza ludzkiego najbardziej intensywnymi
jonami byly addukty sodowe antybiotykdéw [M+Na]®. Jony [M+H]* zostaly réwniez
zidentyfikowane, jednakze w poroéwnaniu z adduktami sodowymi, charakteryzowatly si¢ one
mniejszg intensywnos$cig. Badania pozwolilty na okreslenie struktury potencjalnych
metabolitow antybiotykéw. Uzyskane wyniki stanowig punkt wyjscia do wykorzystania
techniki MALDI w analizie rzeczywistych probek w laboratoriach klinicznych jako narzedzie
do monitorowania antybiotykoéw podczas terapii H7 [20].

Trzecim typem analitu o niskoczasteczkowej masie, dla ktoérego opracowatem procedure
jego analizy za pomocg spektrometru MALDI TOF MS byl zearalenon — mykotoksyna
produkowana przez mikroorganizmy z rodziny Fusarium. Widma MS zarejestrowatem
przy wykorzystaniu matrycy HCCA. Zearalenon zostal pozyskany bezposrednio z pozywki
mikrobiologicznej M9. Uzyskane wyniki pozwolily na monitorowanie zmian w profilach
molekularnych bakterii poddanych dziataniu tej mykotoksyny H3 [15].

Identyfikacja mikroorganizmow za pomocg MALDI TOF MS.

Szybkie wykrywanie 1 identyfikacja mikroorganizmow jest trudnym 1 waznym
aspektem w szerokim zakresie dziedzin, od medycyny po przemyst. Aktualnym, ,zlotym
standardem” diagnostyki mikrobiologicznej sa czasochtonne techniki biologii molekularne;j
takie jak sekwencjonowanie konserwatywnych gendéw bakterii 16S rDNA [14]. Z drugiej za$
strony, spektrometryczna technologia laserowej jonizacji/desorpcji probki wspomagana
matrycg zyskuje na popularno$ci, jako alternatywa dla sekwencjonowania genetycznego.
Z punktu widzenia zakazen ogolnoustrojowych wywotanych obecnos$cig bakterii o znaczeniu
klinicznym technika MALDI zyskatla uznanie jako szybka i1 precyzyjna metoda diagnostyczna
[14]. Szybkos¢, precyzja oraz szereg informacji molekularnych jaki mozna uzyska¢ jest
niewatpliwg zaleta tej metody. Potencjat MALDI TOF/TOF MS powoduje, ze mozliwe jest
rozszerzenie zastosowan na inne obszary analizy mikrobiologicznej, farmakologii, technologii
zywienia czy analizy srodowiskowej. Pomimo coraz czgstszego stosowania techniki MALDI
w identyfikacji bakterii klinicznych, identyfikacja gatunkéw Srodowiskowych jest nadal
ograniczona. Wynika to z faktu, ze komercyjne bazy danych stosowane w podejsciu MALDI
sg ubozsze w poréwnaniu z repozytoriami typu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search
Tool) stosowanymi do identyfikacji drobnoustrojéw za pomoca 16S rDNA [14].

W ramach prac badawczych wchodzacych w cykl publikacyjny H1-H11 opracowalem
procedury identyfikacji bakterii sSrodowiskowych przy wykorzystaniu techniki MALDI TOF
MS na bazie domowych repozytoriow widm MS oraz przy zastosowaniu referencyjnej
techniki sekwencjonowania 16S rDNA. Dzigki temu, bylem wstanie zidentyfikowac
I zdeponowa¢ wyizolowane z mleka krowiego probiotyczne szczepy Lactococcus lactis
oraz Lactobacillus casei w lokalnej kolekcji Interdyscyplinarnego Centrum Nowoczesnych
Technolgii UMK w Toruniu [12]. Ponadto, wykorzystatem MALDI TOF MS
wraz z platforma Biotyper do identyfikacji szeregu bakterii sSrodowiskowych wyizolowanych
z mleka krowiego Bifidobacterium sp. [15], Lactococcus lactis 56 [16], twarogu Lactobacillus
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paracasei LB3 H9 [26] oraz drozdzy Saccharomyces cerevisiae izolowanych z produktéw
spozywczych H8 [21]. Wybrane unikalne szczepy bakterii probiotycznych zdeponowatem w
Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM, ang. Polish Collection of Microorganisms) w
Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej we Wroctawiu w formie depozytow
patentowych:

e L. paracasei LB3 0 numerze depozytu patentowego B/00146
e L. lactis 56 0 numerze depozytu patentowego B/00116

Nastgpnie, dla wybranych szczepow  mikroorganizméw  opracowatem  metode
zewnatrzkomoérkowej syntezy nanoczastek tlenku cynku przy wykorzystaniu szczepu L. lactis
56 H9 [26] o S$cisle okreslonych wiasciwosciach fizykochemicznych oraz o okreslonej
aktywnosci biologicznej H4 [17]. Opisalem rowniez kinetyke syntezy ZnO NPs. Dane
kinetyczne pokazaty, ze proces tworzenia si¢ ZnO NPs jest heterogeniczny i dwuetapowy.
Ponadto, w celu opisu mechanizmu tworzenia si¢ nanoczastek tlenku cynku wykorzystatem
szereg metod instrumentalnych, takich jak: FTIR, analize spektrofluorometrycznag,
skaningowa 1 transmisyjng mikroskopie elektronowa. Ponadto, badalem aktywnos$¢
przeciwbakteryjng ZnO NPs wobec dwoch bakterii, Gram (+) i Gram (-), lekoopornych
i klinicznie istotnych szczepow bakterii przy wykorzystaniu mikroskopii fluorescencyjnej.
Ponadto, uzyskane wyniki pozwolily po raz pierwszy na opis mechanizm biosyntezy ZnO NP
przy wykorzystaniu szczepu L. lactis 56. Wykazatem, ze karboksylowa grupa funkcyjna jest
w wigkszo$ci zaangazowana w tworzenie ZnO NPs. Uzyskane nanoczastki tlenku cynku
stanowig punkt wyj$cia do przysztych badan nad zastosowaniem nanoczastek metali
oraz ich tlenkow dla metody laserowej jonizacji/desorpcji wspomaganej nanostrukturami,
NALDI (ang. nanostructure-assisted laser desorption/ionization) H11 [25], H4 [17].

W kolejnym etapie badan opracowalem metod¢ elektroanalizy zidentyfikowanego
szczepu L. lactis H11 [25] oraz drozdzy S. cerevisiae H8 [21] przy wykorzystaniu strefowej
elektroforezy kapilarnej. Korzystajac ze wcze$niejszych do$wiadczen wspotpracownikow
[33] i wtasnych [28] oraz uzyskanych wynikéw wykazatem, ze komorki bakterii oraz drozdzy
Zawieszone w roztworze soli metalu dwuwarto$ciowego (wapnia i cynku) o pH wyzszym
niz pK grup funkcyjnych bakterii ulegaja spontanicznemu procesowi agregacji H11 [25], H8
[21]. Zgodnie z teorig elektrokinetyczna, zdeprotonowane grupy funkcyjne biokoloidow
znajdujace si¢ na powierzchni komorek bakteryjnych - glownie karboksylowe oraz aminowe -
umozliwiajg utworzenie serii stabilizujagcych uklad mostkow kationowych, tworzac
tym samym klaster (agregat) mikroorganizméw [34]. Dodatkowo, w przypadku
wykorzystania jonow wapnia jako stabilizatora oraz zastosowanie nieliniowego systemu
buforowego umozliwia zat¢zenie utworzonych agregatow bakteryjnych podczas analizy
elektroforetycznej. Zjawisko to umozliwia oczyszczenie 1 zagegszczenie komorek
bakteryjnych, stanowigce punkt wyjscia do ich identyfikacji za pomocg MALDI TOF MS
szczegblnie w pozadanej wcezesnej fazie wzrostu mikroorganizmow H8 [21].
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Badanie proceséw sorpcyjnych w ukladach biokoloidalnych przy wykorzystaniu
techniki laserowej desorpcji/jonizacji probki wspomaganej matryca

Zastosowanie wlasciwosci sorpcyjnych biokoloidow w medycynie, przemysle
spozywczym, ochronie §rodowiska naturalnego czy diagnostyce laboratoryjnej jak rowniez
wielu innych aspektach zycia cztowieka, wymusza na wspotczesnej nauce dokladniejsze
zbadanie iwyjasnieniec mechanizméw zaangazowanych w ten proces. Dotychczas
prowadzone badania skupiajg si¢ na wykorzystaniu pojemnos$ci sorpcyjnej systemow
biokoloidalnych, podczas gdy badanie natury tego zjawiska czgsto zostaje pomijane. Glowna
grupe biokoloidow stanowig mikroorganizmy takie jak bakterie czy drozdze. Z punktu
widzenia zastosowania ich jako sorbentéw stanowig obiecujacg grupg przede wszystkim
Zuwagi na ich niewielki rozmiar, réznorodno$¢, powszechne wystepowanie, zdolnos¢
do wzrostu w kontrolowanych warunkach oraz ich odpornos¢ i mozliwo$¢ przystosowania si¢
do wielu zmian w warunkach $rodowiska [35]. Powierzchni¢ drobnoustrojow stanowi $ciana
komoérkowa, ktéra jest stosunkowo sztywng bariera zapewniajaca komodrkom separacje
ze srodowiskiem zewnetrznym. Ta struktura komoérkowa ma za zadanie nie tylko chronié
drobnoustroje przed uszkodzeniami zewngetrznymi, ale takze utrzymywaé prawidlowy turgor
I ksztalt oraz zapobiega¢ przedostawaniu si¢ zbyt duzych czastek do ich wnetrza [34].
W przypadku bakterii wyrdzni¢ mozna dwa rodzaje Scian komérkowych roznicujace komorki
bakteryjne: Gram-dodatnie i Gram-ujemne. Sciana bakterii Gram-dodatnich zlozona jest
w gléwnej mierze z licznych warstw peptydoglikanu - mureiny, do ktdérej podiaczone sa
kwasy tejchojowe. Z kolei w komodrkach bakterii Gram-ujemnych w bezposrednim
sasiedztwie blony komoérkowej miesci si¢ przestrzen periplazmatyczna, nad ktora znajduje sie
pojedyncza warstwa mureiny, a nad nig z kolei umiejscowiona jest lipidowo-biatkowa btona
zewnetrzna [34]. W przypadku drozdzy $ciana komodrkowa sklada si¢ glownie
z polisacharydoéw (glukan, chityna i mannan) i biatek H8 [21]. Powierzchniowe komponenty
drobnoustrojéw moga by¢ rozpatrywane jako uktady skladajace si¢ z rdzenia i1 okreslonej
powierzchniowej grupy funkcyjnej. W przypadku polisacharydow za rdzen uwaza sig
heksagonalny pierscien weglowy [34]. Dotychczas prowadzone badania spektroskopowe
wykazaty, ze sktadniki budujace komorki mikroorganizmow zawieraja grupy karboksylowe,
karbonylowe, hydroksylowe, siarczanowe, sulfhydrylowe, iminowe, amidowe, aminowe,
fosforanowe, tioeterowe, fenolowe, imidazolowe, fosforanowe i fosfodiestrowe [29].
Te powierzchniowe grupy funkcyjne ulegajac reakcjom protonacji 1 deprotonacji nadaja
komorkom powierzchniowym tadunek elektryczny. Obecnos¢ tadunku na powierzchni
mikroorganizmoéw warunkuje powstawanie podwojnej warstwy elektrycznej 1 potencjatu zeta.
Potencjal zeta definiowany jest jako potencjal elektrokinetyczny obecny na granicy pomiedzy
jonami zwigzanymi nieruchomo w warstwie adsorpcyjnej zwanej warstwa Sterna
oraz swobodnymi przeciwjonami w warstwie dyfuzyjnej [1]. W rzeczywisto$ci wigkszo$¢
drobnoustrojow posiada ujemny tadunek powierzchniowy. Ta cecha drobnoustrojow
sprawia, ze mozliwa staje si¢ efektywna biosorpcja metali oraz zwiazkow
niskoczgsteczkowych na ich powierzchni. Proces biosorpcji moze by¢ prosto zdefiniowany
jako zjawisko usuwania substancji z roztworu przez materie biologiczng. Jednakze
W rzeczywistosci jest to fizyko-chemiczny proces, w ktory zaangazowanych jest wiele
skomplikowanych mechanizmoéw obejmujacych migdzy innymi: adsorpcje powierzchniows,
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absorpcje, wymiang jonowa, chemisorpcje, reakcje kompleksowania, stracanie czy transport
wewnatrzkomorkowy. W procesie biosorpcji zaangazowanych jest wigc wiele mechanizmow,
z ktorych kazdy dziala niezaleznie. Nalezy pamigta¢, ze w przypadku zywych
mikroorganizmdéw w biosorpcj¢ zaangazowane moga by¢ rowniez procesy metaboliczne.

Dlatego tez, jednym z gtownych zadan wchodzacych w cykl prac H1-H11 bylo
opracowanie efektywnej metody badania zjawiska biosorpcji kationdw srebra przez
oznaczone za pomocg techniki MALDI TOF MS szczepy bakterii: Lactococcus lactis
I Lactobacillus casei. Opisalem mechanizm sorpcji kationdw srebra przez bakterie L. lactis
i L. casei. Do oznaczenia stgzenia srebra zaabsorbowanego przez bakterie, wykorzystatem
technike spektrometrii mas sprz¢zong z plazmg wzbudzang indukcyjnie (ICP-MS,
ang. inductively coupled plasma — mass spectrometry). Analize rozkladu tadunku
przeprowadzitem metodg DLS. Zmiany w ultrastrukturze komorek Lactococcus lactis
i Lactobacillus casei po traktowaniu kationami srebra zbadano za pomocg transmisyjnej
obserwacji mikroskopem elektronowym. Do opisu mechanizmu sorpcji zastosowatem
technike FTIR oraz laserowa desorpcje/jonizacje probki wspomagang matrycg. Zastosowanie
MALDI TOF MS pozwolito na obserwacje zmian w profilu molekularnym bakterii
poddanych dziataniu jondéw srebra [12].

Biosorpcja jonow metali na powierzchni komoérek mikroorganizméw moze skutkowaé
wystapieniem nast¢pczych interakcji powierzchniowych. Przyktadem takiego zjawiska jest
agregacja komorek pod wptywem powierzchniowej modyfikacji za pomoca jondw metali
dwuwarto$ciowych [24] H8 [21]. Najczgsciej stosowanym modelem teoretycznym do opisu
zjawiska agregacji jest teoria DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) [34]. Wiele
jonéw metali takich jak: Ca®*, Mn?*, Zn?" zostalo opisanych jako czynniki indukujace
agregacj¢ komorek drozdzy. Jednakze na podstawie uzyskanych wynikow badan
przy wykorzystaniu MALDI TOF MS, strefowej elektroforezy kapilarnej oraz technik
spektroskopowych 1 mikroskopowych, wykazalem, Ze jony wapnia s3 efektywnymi
promotorami spontanicznej i trwalej termodynamicznie agregacji H8 [21]. Hipotetyczne
wyjasnienie tego zjawiska opiera si¢ na zalozeniu, ze agregacja komorek nastepuje na skutek
tworzenia serii mostkow kationowych pomiedzy zdeprotowanymi grupami karboksylowymi
na powierzchni komorek za posrednictwem jonow wapnia [34].

Biosorpcji na komorkach bakteryjnych podlegaja réwniez niskoczasteczkowe zwiazki,
takie jak wspominane wyze] mykotoksyny. Mykotoksyny sa to naturalne zwigzki
niskoczasteczkowe wytwarzane jako wtdrne metabolity przez grzyby nitkowane nalezace
glownie do rodzajow Penicillium, Aspergillus i Fusarium. Substancje te stanowia jedng
z gtéwnych klas naturalnie wystgpujacych toksycznych substancji zanieczyszczajacych
zywno$¢ 1 pasze na catym $wiecie. Organizacja do spraw zywienia i rolnictwa (ang. Food
and Agriculture Organization, FAO) oszacowala, ze okoto 25% produkowanej zywnosci jest
zanieczyszczona co najmniej jedng mykotoksyng. Do organizmu ludzkiego toksyczne
produkty przemiany materii grzybow plesniowych mogg przedosta¢ si¢ drogg bezposrednia
poprzez spozycie zanieczyszczonych produktéw pochodzenia roslinnego, badz tez posrednio
na skutek konsumpcji zywnosci pochodzenia zwierzecego takiej jak mleko, jaja czy migso
pochodzace od zwierzat karmionych skazong paszg [36]. Jedng z najczeSciej badanych
mykotoksyn jest zearalenon (ZEA), ktoéry jako ksenoestrogen po dtugotrwatym spozywaniu
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Z pokarmem nawet w niewielkich dawkach prowadzi do zaburzen naturalnej gospodarki
hormonalnej co moze skutkowaé licznymi chorobami uktadu rozrodczego takimi jak
nowotwory hormonozalezne, np. rak szyjki macicy, jajnikow czy prostaty [37]. Dzialanie
takie ZEA wynika z jego ogromnego podobienstwa w budowie strukturalnej do estradiolu -
glownego hormonu wytwarzanego przez jajniki, co umozliwia mu wigzanie si¢ z receptorami
estrogenu w komorkach docelowych ssakow [38]. Ze wzgledu na duza dostgpnosé
I nickorzystne dziatanie mykotoksyn na zdrowie ludzi i zwierzat poszukiwanie nowych metod
detoksyfikacji skazonej zywnos$ci wzbudza coraz wicksze zainteresowanie. Zastosowanie
W tym celu mikroorganizméw wydaje si¢ by¢ interesujace, jednakze mechanizm wigzania
mykotoksyn przez komoérki w dalszym ciggu pozostaje nieznany, a wyjasnienie natury tego
zjawiska ma kluczowe znaczenie na poOzniejsze wykorzystanie drobnoustrojow jako
neutralizatoréw w przemysle spozywczym.

Dlatego tez, w ramach niniejszych badan przeprowadzilem proces biosorpcji
(neutralizacji) mykotosyny zearalenonu przez wyizolowane bakterie Lactococcus lactis
i Bifidobacterium sp. Przeprowadzone przeze mnie badania z zastosowaniem techniki FT-IR
wykazaly, ze biosorpcja zearalenonu przez bakterie L. lactis i Bifidobacterium sp. zwigzana
jest gldwnie z hydrofobowymi oddzialywaniami n-n pomigdzy biosorbentem, a sorbowanymi
czasteczkami. Dodatkowo, rejestracja widm MS za pomoca techniki MALDI TOF MS
W poszczegdlnych etapach procesu biosorpcji pozwolita na identyfikacj¢ zmian zachodzacych
w profilach molekularnych bakterii, a w zwiazku z tym w metabolizmie mikroorganizmow
na skutek prowadzonego procesu biosorpcji. Poniewaz komponenty takie jak: biatka, thuszcze
1 cukry, ktore skladaja sie na komorke bakteryjng maja wplyw na otrzymanie unikalnego
widma MS, mozliwe staje si¢ uzyskanie wgladu w bezposrednio w metabolizm
mikroorganizmu H3 [15].

Proces biosorpcji jondéw metali przez komoérki mikroorganizméw moze prowadzié
rowniez do otrzymywania nanostruktur. Konsekwencja odziatywania jonéw metali
Z komponentami komérkowymi moze skutkowac¢ syntezg nanoczastek metali:

(i) syntezg wewnatrzkomorkowa polegajaca na specyficznym procesie  biosorpcji
poprzez przenoszenie jondw do wnetrza komorki, gdzie nastepuje ich redukcja
W obecnosci enzymow, koenzymow, badz innych substancji;

(ii) syntezg zewnatrzkomorkowa opierajaca si¢ na wychwytywaniu jondéw metali
na powierzchni komorek, a nastgpnie ich redukcji lub redukcji jondéw metali
przez uprzednio wydzielone przez mikroorganizmy metabolity, enzymy [39].

W ramach przeprowadzonych badan zsyntetyzowalem bioaktywne kompozyty srebra
poprzez wykorzystanie zdeponowanego szczepu Lactococcus lactis 56. Uzyskane AgNPs
scharakteryzowalem za  pomocg technik  spektroskopowych  (FTIR,  technik
fluorescencyjnych) oraz spektrometrycznych. Zastosowanie techniki MALDI TOF-TOF MS
oraz programow modelowych H10 [22] pozwolito mi na identyfikacje izotopow srebra
[Y7Ag]" i [*®Ag]* oraz atomowych klastrow srebrowych [Agn]* w uzyskanych
nanokompozytach srebrowych [16].

Uzyskane wyniki badan spowodowaly przeprowadzenie dalszych studiow nad naturg
uzyskanych nanokompozytow srebrowych. Dlatego tez, w celu rozdzielenia uzyskanych
metalokompozytow srebrowych wykorzystatem technik¢ A4F. Kolejno, w celu
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fizykochemicznego scharakteryzowania otrzymanych nanokompozytéw srebra zastosowalem
komplementarne techniki, takie jak: transmisyjna spektroskopia elektronowa, spektroskopia
FTIR i MALDITOF-TOF MS. W wyniku analizy spektrometrycznej wykazatem ztozono$¢
struktury  frakcji  nanokompozytoéw  srebra. Zastosowanie laserowej technologii
jonizacji/fragmentacji (LITF, ang. laser ionization/fragmentation technology) pozwolito
mina identyfikacj¢ sekwencji aminokwasowych potgczonych z klastrami srebrowymi.
Ponadto, w wyniku uzyskanych danych dowiodlem, Ze mechanizm frakcjonowania
srebrowych biokoloidow zalezy nie tylko od wielkosci czastek, ale takze od rodzaju
powierzchniowych depozytow organicznych H6 [19].

Kolejny etap badan dotyczyt wykorzystania uzyskanych biokoloidow AgNPs jako
biosorbentow zdolnych do wigzania komercyjnie dostgpnych antybiotykow (proces
funkcjonalizacji) tetracykliny [40] oraz ampicyliny H2 [13]. Prowadzone badania
potwierdzity synergistyczne dziatanie przeciwbakteryjne ampicyliny 1 nanoczastek srebra.
Zastosowanie nanoczgstek metali 1 ich tlenkow z zaadsorbowang na ich powierzchni warstwa
antybiotyku zwickszylo ich potencjat antyseptyczny. Jednakze dotychczasowe badania
skupiajg si¢ gltownie na ocenie zdolnosci antybakteryjnych takich komplekséw podczas
gdy sam mechanizm wigzania antybiotykOw na powierzchni nanoczastek metali pozostaje
niewyjasniony. Dokladniejsze zbadanie tego mechanizmu wptywa na wybor odpowiednich
warunkéw procesu sorpcji pozwalajacych na stworzenie trwatych komplekséw oraz doboru
wiasciwych parametréw ich przechowywania. To z kolei umozliwiloby zastosowanie ich
jako potencjalnego $rodka o wiasciwosciach antyseptycznych w medycynie oraz pozwolito
by na zbadanie mechanizméw ich antybakteryjnego dziatania. Proces biosorpcji jest
zjawiskiem ztozonym, a doktadne mechanizmy bioragce w nim udzial w dalszym ciagu
pozostaja niewyjasnione. Zrozumienie tego mechanizmu ma kluczowe znaczenie
dla pozniejszego ulepszania biosorbentow i doboru odpowiednich warunkéw procesowych
W celu zwigkszenia wydajnosci biosorpcji. Najczesciej stosowanymi metodami do opisu
natury zjawisk sorpcyjnych sg badania izotermy 1 kinetyki wigzania oraz teoretyczne relacje
aktywno$¢ biologiczna — struktura (modele QSAR, ang. quantitative structure—activity
relationship models) H10 [22]. Jednakze tego typu badania nie sg w stanie wyjasnic
rzeczywistych procesoOw molekularnych zachodzacych na granicy faz. Zastosowanie,
wramach prac badawczych, ztozonego podej$cia bazujacego na komplementarnym
zastosowaniu  klasycznych  modeli  sorpcyjnych  z  metodami  instrumentalnymi,
W szczeg6lno$ci  spektrometrycznej technologii laserowej jonizacji/desopcji  probki
wspomaganej matryca pozwolilo na fizykochemiczng charakterystyke 1 opis procesu
funkcjonalizacji ampicyliny do nanoczastek srebra H2 [13].

Inne osiagniecia nie wchodzace w sklad cyklu prac habilitacyjnych.

Do najwazniejszych osiagnie¢ nalezy opublikowanie 13 prac z lisy JCR po uzyskaniu stopnia
doktora nauk chemicznych, spoza cyklu prac H1-H11, ktorych to tgczny wspolczynnik
wptywu (impact factor) wynosi 40,27 punktow. Najwazniejsza z tych prac [23] dotyczyla
okreslania wptywu jondéw srebra, nanoczastek srebra, antybiotykdw i sfunkcjonalizowanych
nanoczastek srebra tetracykling na proces biosorpcji przez modelowy szczep bakterii Bacillus
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subtils. Pomimo, Zze nanoczasteczki srebra sa najbardziej rozpowszechnionym produktem
nanotechnologii, mechanizmy lezace u podstaw toksyczno$ci mikrobiologicznej AgNP
pozostaja przedmiotem intensywnych badan. W tym celu zostata wykorzystana transmisyjna
mikroskopia elektronowa i technika MALDI TOF MS dla komorek traktowanych
nanoczgsteczkami srebra (natywnymi oraz sfunkcjonalizowanymi tetracykling) i1 jonami
srebra. Uzyskane wyniki dowodzg, ze B. subtilis wykazuje wysoka odporno$¢ na
nanoczasteczki srebra i zjawisko to jest zwigzane z nast¢pujacymi procesami:

(1) inicjacja tworzenia si¢ endospor,

(i) redukcja Ag" uwolnionego z nanoczastek,

(ili)  modyfikacja powierzchni AgNPs.

Przeprowadzona przez mnie analiza MALDI TOF MS wykazata, ze profile
molekularne bakterii B. subtilis traktowanych jonami srebra rdznig si¢ znaczaco od widm
komoérek kontrolnych oraz komoérek traktowanych AgNPs 1 antybiotykiem, co moze
sugerowaé, ze jony srebra w najwyzszym stopniu modyfikuja komponenty komorkowe

bakterii. Uzyskane dane pozwolity na zaproponowanie mechanizmu oddziatywania pomiedzy
AgNPs a komorkami B. subtilis [23].

Elementy nowosci, wklad do dyscypliny i podsumowanie osiagniecia naukowego

(1) Po raz pierwszy opracowatem zminiaturyzowany przeptywowy uktad trawienia
enzymatycznego na bazie kapilary kwarcowej, polimeru HEMA-MBA oraz trypsyny
wykorzystany do spektrometrycznej analizy MALDI TOF-TOF MS jako nowatorski etap
przygotowania probek.

(2) Po raz pierwszy opracowalem selektywne metody analizy zwigzkow
niskoczasteczkowych, takich jak: antybiotyki, cyklitole oraz zearalenon izolowanych
bezposrednio z matryc biologicznych przy wykorzystaniu techniki MALDI TOF-TOF
MS.

(3) Opracowatem oryginalne selektywne metody identyfikacji mikroorganizmow dla bakterii
srodowiskowych izolowanych z matryc §rodowiskowych przy wykorzystaniu techniki
MALDI TOF-TOF MS. W wyniku przeprowadzonych badan dokonatem depozycji
patentowej dwoch szczepdw probiotycznych bakterii kwasu mlekowego w Polskiej
Kolekcji Mikroorganizméw.

(4) Po raz pierwszy przeprowadzitem zewngtrzkomorkowa synteze nanoczastek tlenku
cynku przy wykorzystaniu szczepu L. lactis 56. Ponadto, dokonalem proby opisu
mechanizmu tworzenia ZnO NPs.

(5) Po raz pierwszy opracowatem metode elektroanalizy bakterii L. lactis modyfikowanych
przez jony cynku oraz drozdzy S. cerevisiae modyfikowanych przez kationy wapnia
przy wykorzystaniu strefowej elektroforezy kapilarnej. Uzyskane wyniki stanowig punkt
wyjscia do utworzenia potaczenia techniki CZE z MALDI TOF MS.

(6) Zsyntetyzowatem nanoczastki srebra przy wykorzystaniu szczepu L. lactis, a takze po raz
pierwszy opracowalem metod¢ identyfikacji jonow srebra oraz klastrow srebrowych
potaczonych z peptydami przy wykorzystaniu MALDI TOF-TOF MS.
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(7) Po raz pierwszy opracowalem metody badania  procesow  biosorpcji
przez mikroorganizmy uktadéw niskoczasteczkowych: zearalenonu, ampicyliny
oraz jonow metali: wapnia i srebra za pomocg techniki MALDI TOF MS.

Zakonczenie

Realizacja przeprowadzonych badan byta mozliwa dzigki przyznanym S$rodkom
finansowym, tj. projektowi BIOSTRATEG 2 z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
nr BIOSTRATEG2/298205/9/NCBR/2016 (2016-2019), projektowi OPUS z Narodowego
Centrum Nauki nr NCN 2016/21/B/ST4/02130 (2016-2019), w ktorych petnitam rolg
wykonawcy. Ponadto, kontynuacja badan jest mozliwa dzigki przyznanemu projektowi Opus
14 przez Narodowe Centrum Nauki nr NCN 2017/27/B/ST4/02628 (2018-2021), w ktorym
pehig funkcje kierownika.

W latach 2016-2018 bratem takze udzial w badaniach z zakresu identyfikacji
mikroorganizméw za pomocg sprz¢zonych technik separacyjnych, analizy zwigzkow
biologicznie = aktywnych ~w  ZywnoS$ci, charakterystyki 1 oceny  wlasciwosci
przeciwbakteryjnych nanoczastek srebra wytwarzanych przez promieniowce acidofilne
czy zastosowaniu technik taczonych w badaniach metabolomicznych 1 poszukiwaniu
wskaznikow chordb nowotworowych.

W latach 2016-2019 regularnie uzyskiwatam nagrody zespotowe badz wyrdznienia
JM Rektora Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu za osiggnigcia uzyskane
w dziedzinie naukowo-badawczej. Ponadto, w 2018 roku zostatem wyrdzniony trzyletnim
Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mlodych naukowcow
(na lata 2018-2021).

Perspektywa badawcza

W najblizszym czasie planuj¢ opracowanie nowej metody przygotowania matryc
NALDI, opartych na nanoczastkach metali i ich tlenkéw. Nanoczastki tlenku cynku, zlota 1
srebra zostang syntetyzowane chemicznie i osadzone na klasycznych ptytkach MALDI i
arkuszach ze stali nierdzewnej odpowiednio przycigtych i wypolerowanych na lustrzang
powierzchni¢. Przygotowane matryce NALDI zostang przetestowane pod katem analizy
zawigzkow niskoczasteczkowych: flawonoidow, cyklitoli, cukrow i lipidow pochodzacych z
réznych matryc biologicznych (ekstrakty roslinne, mocz). Opracowana metoda zostanie
zastosowana do badan przesiewowych flawonoidow, cyklitoli i cukréow w roslinach oraz
poszukiwania potencjalnych biomarkerow lipidowych poprzez analiz¢ moczu. Kolejnym
zastosowaniem przygotowanych matryc w toku przysztych badan bedzie obrazowanie tak
zwanego ,,ukrytego odcisku palca” (ang. latent fingerprint), ktory jest atrakcyjny zarowno dla
medycyny sadowej, jak i dla diagnostyki medyczne;j.

Ponadto, planuj¢ kontynuacje badan nad nanokompozytami metali otrzymanymi w
ramach kierowanego przeze mnie projektu Opus, m.in. pod katem ich cytotoksycznos$ci
wzgledem wybranych linii komorkowych oraz modelu mysiego. Planuj¢ rowniez badania nad
potaczenim technik elektroforetycznych oraz technik biologii molekularnej z MALDI TOF-
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TOF MS w celu m.in. zbadania mechanizméw antybakteryjnego dziatania otrzymanych
nanokompozytow srebra i laktoferryny (Ag-LTF) oraz biologicznie aktywnych nanoczastek
metali i ich tlenkow. Zastosowanie techniki MALDI TOF-TOF MS, elektroforezy kapilarnej
oraz cytometrii przeplywowej pozwoli na interpretacje 1 zbadanie mechanizmow
wyjasniajacych zjawisko lekoopornosci i lekowrazliwos$ci patogenow.

Zamierzam przeprowadzi¢ hodowle wybranych linii komorkowych w obecnosci
nanakompozytow metali i ich tlenkéw oraz wybranych antybiotykdéw. Stanowié bedzie to
dodatkowy aspekt planéw badawczych. Integralna czegscig planow badawczych bedzie
walidacja uzyskanych wynikow, tak by mozliwe bylo zaadaptowanie opracowanych
procedur dla potrzeb diagnostyki klinicznej. Uzyskane wyniki przyczynig si¢ do poglebienia
dotychczasowej wiedzy na temat oddzialywan bakterii i komorek eukariotycznych z
antybiotykami, biatkami, kationami metali czy nanoczgstkami metali i ich tlenkow.
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