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Streszczenie 

 

Choroby nowotworowe stanowią jedną z najczęstszych przyczyn zgonów  

na świecie, a wykrywalność nowych przypadków z roku na rok ciągle wzrasta. Jednym  

z podstawowych powodów wysokiego odsetka śmiertelności jest zbyt późna diagnostyka 

pacjentów. W związku z tym, wciąż poszukuje się potencjalnych biomarkerów 

nowotworowych, a także nowych metod mających zastosowanie w diagnostyce  

i leczeniu tej zagrażającej życiu choroby. 

Celem rozprawy było opracowanie fluorescencyjnych systemów 

bioczujnikowych opartych na jednoniciowych sondach oligonukleotydowych, które 

zastosowano do wykrywania potencjalnych biomarkerów nowotworowych: (i) ekspresji 

genu surwiwiny na poziomie mRNA oraz (ii) monitorowania poziomu stężenia 

adenozyno-5′-trifosforanu (ATP) w ludzkich komórkach. W pracy wykorzystano dwie 

linie komórkowe: komórki nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480 oraz prawidłowe 

komórki nabłonka okrężnicy CCD841 CoN. 

Przeprowadzone badania miały na celu dokonanie oceny następujących hipotez: 

H1: Wykrywanie ekspresji genu surwiwiny w komórkach nowotworowych może być 

prowadzone za pomocą sondy nukleotydowej typu „sygnalizator molekularny”  

z sekwencją komplementarną do sekwencji mRNA odpowiadającej za kodowanie 

surwiwiny.  

H2: Zwiększone zapotrzebowanie energetyczne komórek nowotworowych może być 

wykrywane poprzez monitorowanie poziomu stężenia ATP w komórkach  

za pomocą systemu bioczujnikowego opartego o aptamer, który wiąże się z ATP. 

 

Zakres badań obejmował opracowanie oraz testowanie systemów 

bioczujnikowych znakowanych barwnikiem fluorescencyjnym, opartych  

o sondy nukleotydowe typu „sygnalizator molekularny” (ang. molecular beacon)  

oraz sondach aptamerowych. W przeprowadzonych badaniach wykorzystano  

m.in spektroskopię fluorescencyjną, zjawisko fluorescencyjnego rezonansowego 

przeniesienia energii oraz mikroskopię optyczną z filtrami fluorescencyjnymi. Pierwszy 

etap doświadczeń polegał na scharakteryzowaniu działania sond, w tym: wyznaczeniu 

limitu detekcji, selektywności oraz sprawdzeniu stabilności w różnych temperaturach.  

W kolejnym etapie opracowano skuteczną metodę transfekcji komórek sondą 
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nukleotydową przy użyciu dwóch nanonośników: tlenku grafenu i liposomów. 

Ostatecznie umożliwiło to wykrycie ekspresji genu surwiwiny na poziomie mRNA, 

odróżnienie komórek nowotworowych od prawidłowych, a także monitorowanie 

poziomu stężenia ATP modulowanego inhibitorami syntazy ATP oraz glikolizy.  

Przedstawione wyniki wpisują się w nurt obecnych badań dotyczących 

poszukiwania nowych metod detekcji oraz terapii chorób nowotworowych. Wskazują 

możliwość potencjalnego zastosowania systemów fluorescencyjnych do wykrywania 

biomarkerów nowotworowych, jak również wykorzystania nanomateriałów jako 

nośników do wprowadzania leków i sond nukleotydowych do komórek. 

 

Słowa kluczowe: sondy oligonukleotydowe, ATP, surwiwina, inhibitory syntazy ATP  

i glikolizy, spektroskopia fluorescencyjna 
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ABSTRACT 

Abstract 

 

Cancer is one of the most common causes of death worldwide, and the detection 

of new cases is constantly increasing every year. One of the main reasons for the high 

mortality rate is the late diagnosis of patients. Therefore, the potential cancer biomarkers  

as well as the new methods for diagnostics and treatment of this deadly disease are still 

being sought. 

The aim of this thesis was the development of fluorescent biosensing systems 

based on single-stranded oligonucleotide probes, which were used for the detection  

of potential cancer biomarkers: (i) expression of survivin mRNA and (ii) monitoring the 

level of adenosine-5′-triphosphate (ATP) concentration in human cells. Two cell lines 

were used in the study: human colon adenocarcinoma cells SW480 and normal epithelial 

cells CCD841 CoN. 

The conducted investigations carried out in this thesis aimed to assess  

the following hypotheses: 

H1: Detection of survivin gene expression in cancer cells can be performed using 

a molecular beacon probe with a sequence complementary to the mRNA sequence 

responsible for survivin coding.  

H2: Increased energy demand of cancer cells can be detected by the monitoring  

of ATP concentration level in cells using the biosensing systems based  

on the aptamer that binds to ATP. 

 

The scope of the research included the development and testing of the biosensing 

systems attached with a fluorescent dye, based on the molecular beacon and aptamer 

probes. In conducted research the following methods were used: fluorescence 

spectroscopy, fluorescence resonance energy transfer and optical microscopy with 

fluorescent filters. Firstly, the biosensing systems were characterized by determination  

of the detection limit, selectivity and stability at various temperatures. Then, an effective 

method of transfecting cells with a nucleotide probe using two nanocarriers: graphene 

oxide and liposomes was developed. Finally, the expression of survivin mRNA  

was determined, the tumor cells were distinguished from the normal cells,  

and the concentration of ATP levels modulated by ATP synthase and glycolysis inhibitors 

was monitored. 
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ABSTRACT 

 The presented results are consistent with current research concerning the new 

methods for cancer detection and therapy. They indicate the potential of fluorescent 

biosensing systems utilizing for the cancer biomarker detection and application  

of nanomaterials as the carriers for drugs and oligonucleotides probes delivery into cells. 

 

Keywords: oligonucleotide probes, ATP, survivin, ATP synthase and glycolysis 

inhibitors, fluorescence spectroscopy 
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Sonda aptamerowa 
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Sonda aptamerowa  

(ang. Aptamer beacon probe) 
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EMEM - 
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(ang. 6-Carboxyfluorescein) 
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(ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer) 

GO - 
Tlenek grafenu 

(ang. Graphene oxide) 

GTP - 
Guanozyno-5’-trifosforan 

(ang. Guanosine-5’-triphosphate) 

IFL - 
Intensywność fluorescencji 

(ang. Fluorescence intensity) 

j.u. - 
Jednostki umowne 

(ang. Arbitrary units) 

Joe - 
5’-dichlorodimetoksyfluoresceina  

(ang. 5’-dichloro-dimethoxy-fluorescein) 
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Lip - 
Lipofektamina 

(ang. Lipofectamine) 

MB - 
Sonda nukleotydowa typu „sygnalizator molekularny” 

(ang. Molecular Beacon) 

mRNA - 
RNA matrycowy, kwas rybonukleinowy matrycowy 

(ang. messenger RNA) 

OMC - 
Oligomycyna 

(ang. Oligomycin) 

St - 
Oligonukleotyd komplementarny do „pętli” sondy 

(ang. Complementary oligonucleotide, target strand) 

St-1  - 
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(ang. Target strand with 1-mismatch) 

St-2 - 

Oligonukleotyd z dwoma niekomplementarnymi do „pętli” 

sondy nukleotydami 

(ang. Target strand with 2-mismatches) 

St-nc  - 

Oligonukleotyd niekomplementarny do „pętli” sondy 

(ang. Noncomplementary oligonucleotide, noncomplementary  

target strand) 

Sur - 
Surwiwina 

(ang. Survivin) 

SW480 - 

Linia komórkowa ludzkich komórek nabłonka gruczolakoraka 

okrężnicy 

(ang. Human colon cancer cells) 

tDNA  - 

Docelowy oligonukleotyd, docelowy jednoniciowy fragment 

DNA 

(ang. target DNA) 
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I. Wstęp teoretyczny 

 

1. Choroby nowotworowe 

Choroby nowotworowe są silnie związane z niekontrolowanym  

oraz nieprawidłowym podziałem komórek organizmu, jak również z unikaniem przez  

nie apoptozy. Istnieje ponad 100 typów nowotworów, sklasyfikowanych zgodnie  

z pierwotnym umiejscowieniem w tkankach. Pod względem zachowania biologicznego, 

można rozróżnić zmiany niezłośliwe (łagodne) oraz złośliwe. Nowotwór łagodny 

pozostaje w swojej pierwotnej lokalizacji, nie powoduje nacieków na okoliczne tkanki 

oraz nie rozprzestrzenia się do odległych miejsc w ciele gospodarza. Inaczej jest  

ze zmianami złośliwymi. Mogą one naciekać na okoliczne zdrowe tkanki. Potrafią 

również rozprzestrzeniać się po całym ciele poprzez układ krwionośny lub układ 

limfatyczny, tworząc ogniska wtórne, tzw. przerzuty. Można wyróżnić jeszcze zmiany  

o złośliwości miejscowej. Są to nowotwory, które nie mają zdolności do dawania 

przerzutów, jednakże ognisko pierwotne zachowuje się jak zmiana złośliwa, która może 

powodować naciekania na okoliczne prawidłowe tkanki. Ze względu na rodzaj komórek,  

z których wywodzą się nowotwory, można wyróżnić: raki (nowotwory złośliwe komórek 

nabłonka, obejmują około 90% nowotworów ludzkich), mięsaki (nowotwory tkanek 

miękkich, tj. łącznej: tłuszczowej, chrzęstnej czy kostnej) oraz chłoniaki i białaczki 

(nowotwory układu krążenia: limfy i krwi, które stanowią około 8% nowotworów 

ludzkich). Nowotwory klasyfikowane są również według narządów, z których  

się wywodzą. Wyróżniamy raka płuc, raka piersi, raka jelita grubego czy raka wątroby.  

Zdolność nowotworów złośliwych do tworzenia przerzutów sprawia, że choroba  

ta może być trudna do wyleczenia, a jej rokowania gorsze niż dla nowotworu 

zlokalizowanego. Rozprzestrzenianie się zmian złośliwych do odległych miejsc ciała 

często osłabia lub uniemożliwia ich leczenie miejscowe. Zmiany łagodne można zwykle 

usunąć chirurgicznie (Cooper, 2000; Sapierzyński, 2012).  

Według statystyk przedstawionych przez Światową Organizację Zdrowia  

(ang. World Health Organization, WHO) w 2019 roku, choroby układu krążenia  

i choroby nowotworowe przyczyniły się do największej liczby zgonów na świecie 

(WHO1, 2023; Wilcox i wsp., 2024). W Polsce według danych o umieralności i zgonach 

opublikowanych przez Główny Urząd Statystyczny (GUS), w 2021 roku choroby  

te również były głównymi przyczynami śmierci i odpowiadały za ponad połowę 
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wszystkich odnotowanych zgonów (Źródło_danych_GUS, 2022). Według szacunków 

opracowanych przez Międzynarodową Agencję Badań nad Rakiem, w 112 na 183 kraje 

choroby nowotworowe są pierwszą bądź drugą najczęstszą przyczyną śmierci,  

a w kolejnych 23 krajach zajmują trzecie bądź czwarte miejsce (Sung i wsp., 2021). Fakt 

ten sprawia, że w wielu krajach nowotwory coraz częściej wymieniane są jako główna 

przyczyna zgonów, przed umieralnością z powodu udaru mózgu czy choroby wieńcowej 

(Bray i wsp., 2021). W 2022 roku odnotowano 20 mln nowych przypadków oraz prawie 

10 mln zgonów na raka. Wśród najczęściej diagnozowanych typów nowotworów można 

wyróżnić raka płuc (12,4%), piersi (11,5%), jelita grubego (9,6%), prostaty (7,3%)  

oraz żołądka (4,8%). Natomiast za główną przyczynę zgonów z powodu raka 

odpowiadają rak płuc (18,7%), jelita grubego (9,3%), wątroby (7,8%) i piersi u kobiet 

(6,8%) co graficznie przedstawiono na Rysunku 1. Szacuje się, że w 2050 roku globalne 

obciążenie chorobami nowotworowymi wyniesie ponad 35 mln przypadków.  

W porównaniu z 2022 rokiem nastąpi wzrost zachorowalności o 75%. Przewiduje  

się również, że w 2050 roku śmiertelność na choroby nowotworowe wyniesie ponad  

18 mln, co oznacza wzrost względem 2022 roku o 80%  (WHO2, 2022). Gwałtowny 

wzrost zachorowań oraz zgonów, niewątpliwie jest spowodowany niezdrowymi  

i szkodliwymi dla organizmu nawykami żywieniowymi, siedzącym trybem życia oraz 

zwiększającą się długością życia. Wykazano, że w 2019 roku ludzie żyli o ponad 6 lat 

dłużej w porównaniu z rokiem 2000. Średni czas życia wzrósł do ponad 73 lat w 2019 

roku w porównaniu z poziomem prawie 67 lat w 2000 roku (WHO3, 2020). Wydłużony 

czas życia może więc powodować większą zachorowalność ludzi na różne choroby,  

w szczególności na choroby nowotworowe.  
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Rysunek 1. Procentowe przedstawienie nowych przypadków zachorowań (A) oraz umieralności (B)  

na różne typy chorób nowotworowych w 2022 r. na świecie. Dane podane dla obu płci oraz całego przekroju 

wiekowego. Źródło: opracowanie własne na podstawie: danych  WHO2, 2022. 
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2. Nowotwór jelita grubego 

Jednym z najczęściej występujących nowotworów złośliwych na świecie jest rak 

jelita grubego. Według statystyk Światowej Organizacji Zdrowia w 2022 roku  

był diagnozowany u co trzeciego pacjenta. Przewiduje się, że w 2050 roku rak jelita 

grubego zostanie zdiagnozowany u ponad 3,5 mln osób i przyczyni się do ponad 1,84 mln 

zgonów (WHO2, 2022).  

Guz głównie jest umiejscowiony w okrężnicy składającej się z: wstępnicy, 

poprzecznicy i zstępnicy (Deptała, 2017). Według obserwacji, zachorowalność na raka 

jelita grubego wzrasta wraz z wiekiem. Większość przypadków jest diagnozowana u osób 

po 50-tym roku życia, a tylko 12% chorych stanowią osoby młodsze (Siegel i wsp., 2020). 

Wzrost zachorowalności u osób starszych, zwłaszcza seniorów, sugeruje, że nowotwór 

ten rozwija się w organizmie przez wiele lat nie dając żadnych objawów. Ponadto ludzie 

młodzi rzadko poddawani są badaniom przesiewowym tj. inwazyjnemu zabiegowi 

kolonoskopii. Powoduje to, że rak jelita grubego najczęściej jest wykrywany w późnym 

stadium choroby, a to przyczynia się do niskiej przeżywalności. Mimo zastosowania 

zaawansowanego leczenia chirurgicznego czy chemioterapii pojawia się znaczący 

odsetek nawrotów nowotworu u pacjentów już zdiagnozowanych (Mármol i wsp., 2017; 

Andrew i wsp., 2018). Chemioterapia może dodatkowo wywołać wiele niepożądanych  

działań i objawów ubocznych związanych z owrzodzeniem przewodu pokarmowego, 

uszkodzeniem nerek (Ungprasert i wsp., 2015; Jagieła i wsp., 2021), utratą słuchu, 

szumami usznymi, brakiem równowagi (Rybak i wsp., 2007; Pearson i wsp., 2021), 

zwiększoną opornością na leczenie (Siddik, 2003; Alfarouk i wsp., 2015), nadciśnieniem, 

zmęczeniem, reakcjami alergicznymi skóry dłoni i stóp, biegunką (Zaniboni i wsp., 

2016), nudnościami i wymiotami (Gupta i wsp., 2021). Sprawia to, że nieustannie 

poszukuje się nowych, skutecznych i mniej inwazyjnych metod, które mogą mieć swoje 

zastosowanie we wczesnej diagnostyce i leczeniu raka jelita grubego.  

 

3. Cechy nowotworów 

Komórki nowotworowe posiadają mechanizmy zabezpieczające je przed 

zaprogramowaną śmiercią komórki oraz zdolność do nieograniczonej proliferacji, 

tworzenia własnego układu naczyniowego, przerzutowania i naciekania okolicznych 

tkanek, przeprogramowania metabolizmu komórkowego, wymykania się spod nadzoru 

immunologicznego (Hanahan i Weinberg, 2011; Hanahan, 2022). Rozwój nowotworów  
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i kancerogeneza są uwarunkowane licznymi procesami, które przedstawiono w Tabeli 1 

(Feitelson i wsp., 2015).  

 

Tabela 1. Wykaz najważniejszych czynników wpływających na kancerogenezę. Źródło: opracowanie 

własne na podstawie: Feitelson i wsp., 2015.   

 

Czynnik Wpływ na kancerogenezę 

Autofagia 

Promowanie przetrwania komórek  

w warunkach stresu np. niedotlenienia, pod 

wpływem nasilonej glikolizy,  

w odpowiedzi na rozregulowaną 

proliferację 

Białka cyklu komórkowego 

Promowanie niekontrolowanej proliferacji 

komórek poprzez nieprawidłową ekspresję 

białek cyklu komórkowego 

Hipoksja 

Aktywowanie czynników indukowanych 

hipoksją (HIFs) promujących podziały 

macierzystych komórek nowotworowych 

oraz angiogenezę; wywieranie wpływu  

na  metabolizm komórek nowotworowych 

Mikrośrodowisko guza 

Wpływ na wzrost nowotworu  

oraz możliwość przerzutowania  dzięki 

interakcji między komórkami zrębu  

(np. fibroblastami i komórkami układu 

odpornościowego) a komórkami 

nowotworowymi 

Nowotworowe komórki macierzyste 

Powstawanie i nawrót nowotworu oraz jego 

rozprzestrzenianie następujące dzięki 

wysokiej samoodnawialności komórek, 

wysokiej chemiooporności i ograniczonej 

apoptozie 

Przejście epitelialno-mezenchymalne 
Promowanie rozwoju nowotworowych 

komórek macierzystych 
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Szlaki transdukcji sygnału 

Aktywacja szlaków sygnałowych 

wspierających niekontrolowane podziały 

komórek nowotworowych (Wnt, Notch, 

IGF, PI3K/Akt, NF-ĸB, Hh)   

Zaburzenia hormonalne 

Promowanie wzrostu nowotworów 

hormonozależnych poprzez aktywację 

estrogenowych i androgenowych ścieżek 

sygnałowych 

Zmiana metabolizmu komórkowego 

Wspomaganie przeżycia oraz proliferacji 

komórek nowotworowych  w warunkach 

stresu np. niedotlenienia i wczesnej 

karcenogenezy 

 

Uzyskanie wszechstronnego zrozumienia oraz poznania wszystkich mechanizmów 

molekularnych i komórkowych sprzyjających nowotworzeniu, niewątpliwie przyczyni 

się do wcześniejszego wykrywania chorób nowotworowych, skutecznej diagnostyki, 

wdrożenia nowych leków i doboru terapii przeciwnowotworowych, a to zapewni 

pacjentom większy komfort leczenia, zahamowanie postępu choroby lub całkowite 

wyleczenie.  

 

4. Diagnostyka chorób nowotworowych 

W przypadku nowotworów, wczesna diagnostyka i dobrze dobrana terapia może 

uratować życie. Badania wykazały, że przeżycie pacjentów znacznie wzrasta, gdy rak 

zostanie wykryty we wczesnym stadium, ponieważ nowotwór można usunąć 

chirurgicznie lub wykorzystać łagodniejsze metody leczenia. Średnio 5-letnie przeżycie 

pacjentów po wykryciu choroby na wczesnym etapie wynosi 91%, podczas gdy  

na późnym etapie wynosi już tylko 26% (Chenb i wsp., 2020). Niestety wciąż około 50% 

nowotworów jest rozpoznawanych w zaawansowanym stadium (Crosby i wsp., 2022). 

Ogromne znaczenie w leczeniu ma wykrycie nowotworu na możliwie najwcześniejszym 

etapie rozwoju. Obecnie stosowane badania przesiewowe w kierunku kilku typów 

nowotworów, takich jak: kolonoskopia, tomografia komputerowa, mammografia, 

badanie antygenu specyficznego dla prostaty, badanie cytologiczne (Galeș i wsp., 2024) 

wykazują poważne ograniczenia, wśród których wyróżniamy m.in. inwazyjność, wysoki 

koszt oraz niską dokładność diagnostyczną na wczesnym etapie choroby. W związku  
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z tym, wciąż poszukuje się skutecznych, nieinwazyjnych metod badania przesiewowego 

dla różnych typów nowotworów. Opracowywane i testowane w ostatnich latach nowe 

systemy do wczesnej diagnostyki, dokładnego określania stopnia zaawansowania 

choroby, określania odpowiedzi nowotworu na działanie zaproponowanego leczenia  

np. chemioterapii czy monitorowania postępu choroby, bazujące na wykrywaniu 

biomarkerów nowotworowych m.in. w płynach ustrojowych pacjentów (tj. krew, mocz, 

łzy) lub wycinkach tkanek organizmu, stanową ciekawą alternatywę (Bohunicky i Mousa, 

2010; Ahmad i wsp., 2023; Das i wsp., 2024). Biomarkery nowotworowe mogą mieć 

różne pochodzenie molekularne, tj. DNA (np. onkogeny, specyficzna mutacja, 

translokacja, amplifikacja lub utrata heterozygotyczności), RNA (np. miRNA) lub białko 

(np. hormony białkowe, autoprzeciwciała). W Tabeli 2 wymieniono przykłady 

powszechnie stosowanych biomarkerów nowotworowych w diagnostyce, monitorowaniu 

terapii, ocenie skuteczności leczenia oraz w wykluczeniu bądź wczesnym wykryciu 

nawrotu choroby. Pomimo postępów jakie poczyniono w ostatnich latach, wciąż wiele 

składowych procesów nowotworzenia nie zostało dogłębnie wyjaśnionych. Sukces 

terapii nowotworowych silnie związany jest ze znalezieniem odpowiednich biomarkerów 

nowotworowych, które charakteryzują się wysoką ekspresją i swoistością. Niewątpliwie 

przyczyni się to do ulepszenia medycyny precyzyjnej, terapii spersonalizowanej  

oraz przyspieszy klasyfikację kliniczną pacjentów chorych na nowotwory. 

 

Tabela 2. Przykłady najczęściej badanych ludzkich biomarkerów nowotworowych. Źródło: opracowanie 

własne na podstawie: Bohunicky i Mousa, 2010; Alharthi i wsp., 2021; Gawel i wsp., 2022; Zhou i wsp., 

2024. 

 

 Nowotwór Biomarker* 

Jajnika CA125, CEA, hCG, HE4 

Jelita grubego CEA, EGFR, CA19-9, KRAS 

Piersi CA15-3, CA27-29, CEA, EGFR, BRCA1, BRCA2, 

Płuc CEA, KRAS 

Prostaty PSA 

Przełyku SCCA 

Trzustki CA19-9, CA27-29, CEA, KRAS 

Wątroby AFP, PIVKA-II 

Żołądka CA27-29, CEA, ZEB2 
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*AFP: Alfa-fetoproteina; CA: Antygen nowotworowy; CEA: Antygen karcinoembrionalny;  

EGFR: Receptor nabłonkowego czynnika wzrostu; hCG: Gonadotropina kosmówkowa; HE4: Podfrakcja 

czwarta ludzkiego białka z komórek nabłonkowych najądrza; LDH: Dehydrogenaza mleczanowa;  

NSE: Neuroswoista enolaza; PIVKA-II: Białka indukowane niedoborem witaminy K-II; PSA: Swoisty 

antygen sterczowy; SCCA: płaskonabłonkowy antygen nowotworowy 

 

5. Potencjalne biomarkery nowotworowe 

5.1. Surwiwina 

Hamowanie apoptozy w rozwoju nowotworu pełni kluczową rolę. Nie tylko 

przyspiesza nowotworzenie, ale także prowadzi do oporności na działanie leków (Shahar 

i Larisch, 2020; Cetraro i wsp., 2022; Shi i wsp., 2024). W związku z tym, wiele terapii 

przeciwnowotworowych opiera się na przywróceniu skuteczności procesu apoptozy, 

która pozwoli na wyeliminowanie komórek nowotworowych. 

Surwiwina jest białkiem, które należy do rodziny inhibitorów apoptozy  

(IAP, ang. inhibitors of apoptosis).  Składa się ze 142 aminokwasów i kodowana jest 

przez gen BIRC5 zlokalizowany na chromosomie 17q25 zawierający 3 introny i 4 eksony 

(Warrier i wsp., 2020). Oprócz działania antyapoptycznego, białko to odgrywa rolę  

w proliferacji, przerzutowaniu i angiogenezie (Sanhueza i wsp., 2015). W największym 

stopniu ulega ekspresji w fazie G2/M cyklu komórkowego (Zhao i wsp., 2000).  

Odkrycie i charakterystykę genu surwiwiny w 1997 roku przypisuje się laboratorium 

Profesora Altieri (Ambrosini i wsp., 1997).  

Surwiwina ulega ekspresji w tkankach embrionalnych i płodowych.  

W zróżnicowanych komórkach dojrzałego organizmu wykazuje natomiast niską 

ekspresję. Wysoką ekspresję surwiwiny odnotowano w prawie wszystkich ludzkich 

nowotworach złośliwych, w tym m.in. raku jajnika, raku jelita grubego, raku pęcherza 

moczowego, raku płuc i raku piersi (Sanhueza i wsp., 2015; Pachimatla i wsp., 2024; 

Wangb i Greene, 2024). Tabela 3, przedstawia wyniki pomiarów ekspresji surwiwiny  

na poziomie mRNA i białka, uzyskane za pomocą immunohistochemii i technik reakcji 

łańcuchowej polimerazy (RT-PCR, RT-qPCR). Przedstawione wyniki wskazują,  

że surwiwina zarówno na poziomie mRNA jak i białka może stanowić potencjalny 

biomarker nowotworowy.  
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Tabela 3 Ekspresja genu surwiwiny w różnych typach nowotworów na poziomie mRNA i białka 

 

Nowotwór Ekspresja (%)  Literatura 

Jajnika 74 (Cohen i wsp., 2003) 

Jelita grubego 88,3-93 

(Kalliakmanis i wsp., 

2010; Hernandez i wsp., 

2011) 

Piersi 70,7-90,2 
(Tanaka i wsp., 2000; 

Nasu i wsp., 2002) 

Płuc 85,5-88,7 
(Monzó i wsp., 1999; 

Cho i wsp., 2015) 

Pęcherza 

moczowego 
57,8-94 

(Lehner i wsp., 2002; 

Shariat i wsp., 2007) 

Przełyku 80 (Grabowski i wsp., 2003) 

Trzustki 76,9-88 
(Sarela i wsp., 2000; 

Satoh i wsp., 2001) 

Żołądka 68 (Yu i wsp., 2002) 

 

W ostatnich latach wykazano zwiększoną ekspresję genu surwiwiny na poziomie 

mRNA (Ratajczakb i wsp., 2018; Ratajczakc i wsp., 2018; Chavoshi i wsp., 2023)  

oraz białka (Hernandez i wsp., 2011; Jakubowska i wsp., 2016) w komórkach nabłonka 

raka jelita grubego. Chen i wsp. na podstawie uzyskanych wyników stwierdzili,  

że częstość występowania ekspresji mRNA surwiwiny dobrze koreluje z ekspresją białka 

(Chena i wsp., 2004). Kruszniewska-Rajs i wsp. wykazali zwiększoną ekspresję 

surwiwiny na poziomie mRNA i białka w surowicy krwi i płynie otrzewnowym  

u pacjentek z surowiczym rakiem jajnika (Kruszniewska-Rajs i wsp., 2023). Al -Yahya  

i wsp. pokazali natomiast zwiększoną ekspresję mRNA i białka surwiwiny  

w komórkach raka piersi (Al-Yahya i wsp., 2024).  

Surwiwina jest wykrywana zarówno w cytoplazmie, jak i jądrze komórkowym.  

W zależności od swojej lokalizacji w komórce wykazuje różne funkcje. W jądrze, białko  

to reguluje podział komórek, podczas gdy ekspresja cytoplazmatyczna jest związana  

z cytoprotekcją i żywotnością komórek nowotworowych (Stauber i wsp., 2007). Ponnelle 

i wsp. wykazali wyższą częstość występowania ekspresji surwiwiny w cytoplazmie 
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(41%) w porównaniu z jej lokalizacją w jądrze (39%) w komórkach raka jelita grubego 

(Ponnelle i wsp., 2005). Podobny rezultat otrzymali Jakubowska i wsp. u pacjentów  

z rakiem jelita grubego. Ekspresja surwiwiny była częstsza w cytoplazmie komórek 

(81,5%) w porównaniu z jądrem komórkowym (63,1%) (Jakubowska i wsp., 2016). 

Shintani i wsp. (Shintani i wsp., 2013) oraz Qi i wsp. (Qi i wsp., 2009), wykazali 

natomiast częstsze występowanie dodatniej ekspresji surwiwiny w jądrze komórkowym 

w porównaniu z cytoplazmą komórek nowotworowych. Dodatkowo Qi i wsp. 

zaobserwowali, że nadmierna ekspresja surwiwiny cytoplazmatycznej wiąże  

się z gorszym rokowaniem, w stosunku do ekspresji surwiwiny jądrowej  

(Qi i wsp., 2009). Zwiększenie ekspresji surwiwiny zarówno cytoplazmatycznej,  

jak i jądrowej wskazuje na bardziej agresywne fenotypy nowotworów z zaawansowanymi 

stadiami choroby, którym stosunkowo często towarzyszą synchroniczne odległe 

przerzuty (Vay i wsp., 2022). Niestety, nadmierna ekspresja surwiwiny u pacjentów  

z chorobami nowotworowymi, wiąże się ze zwiększoną opornością na chemioterapię, 

nawrotami choroby i krótszą przeżywalnością pacjentów (Wang i Greene, 2024).  

W związku z tym, istotnym wydaje się opracowanie nowych systemów służących  

do szybkiego wykrywania ekspresji surwiwiny na poziomie mRNA lub białka. Ułatwią 

one odpowiednie leczenie na najwcześniejszym etapie rozwoju choroby nowotworowej. 

Ponadto, obniżenie ekspresji surwiwiny w komórkach, może być przedmiotem badań 

terapii przeciwnowotworowej. W wyniku zastosowania inhibitorów surwiwiny możliwe 

będzie wznowienie procesu apoptozy komórek i zahamowanie rozwoju nowotworu. 

 

5.2. Adenozyno-5′-trifosforan 

Przeprogramowanie głównych szlaków metabolicznych stanowi kluczową cechę 

większości komórek nowotworowych. Badania przeprowadzone w ciągu ostatniej 

dekady wykazały, że adaptacje metaboliczne są ściśle wymagane do wzrostu i progresji 

guza (Herst i wsp., 2022; Nakahara i wsp., 2023). Przeprogramowanie metaboliczne stało 

się również znakiem rozpoznawczym komórek nowotworowych (Hanahan i Weinberg, 

2011). Wykazano, że komórki nowotworowe pozyskują ogromną ilość energii potrzebnej 

do nieprzerwanej proliferacji, głównie na drodze glikolizy nawet w warunkach 

normoksji. Zjawisko to zwane jest efektem Warburga (glikolizą tlenową) i zostało 

zaproponowane przez niemieckiego biochemika Otto Warburga w 1920 roku  

(Pelicano i wsp., 2006; Hanahan i Weinberg, 2011; Bononi i wsp., 2022). Jego wynikiem 

jest synteza mleczanu z glukozy w procesie fermentacji mlekowej. Przedstawiony 
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metabolizm komórek nowotworowych jest odmienny od metabolizmu komórek 

prawidłowych, które produkują uniwersalne nośniki energii - cząsteczki adenozyno-5′-

trifosforanu (ang. Adenozyno-5′-trifosforan, ATP) na drodze mitochondrialnej 

fosforylacji oksydacyjnej (ang. Oxidative phosphorylation, OXPHOS). Wstępne 

obserwacje Warburga sugerowały, że metabolizm komórek nowotworowych został 

zmieniony w wyniku uszkodzenia mitochondriów. Późniejsze badania wykazały jednak,  

że mitochondrialna fosforylacja oksydacyjna występuje w wielu liniach komórek 

nowotworowych. Preferowana glikoliza tlenowa jest więc wynikiem zachodzących 

mutacji oraz zmian w szlakach sygnałowych, które regulują pobieranie i wykorzystanie 

glukozy, a nie defektu mitochondriów (Yeung i wsp., 2008; Gogvadze i wsp., 2010; 

Martins Pinto i wsp., 2023).  

Wykazano również, że komórki nowotworowe wywołujące przerzuty do innych 

narządów wymagają zwiększonej produkcji ATP (Elia i wsp., 2018). Adaptacja 

metaboliczna ogranicza się więc nie tylko do metabolizmu glukozy. Wiąże się również  

z uzależnieniem komórek od dodatkowych składników odżywczych, w tym 

aminokwasów i lipidów, które służą jako inne źródła energii niż cukier. Badania 

przeprowadzone na mysich komórkach raka nabłonka okrężnicy, wykazały specyficzny 

mechanizm adaptacyjny tych komórek. Komórki powodujące przerzuty do wątroby 

uwalniały kinazę kreatynową typu B do przestrzeni zewnątrzkomórkowej wątroby, która 

katalizowała reakcję kreatyny produkowanej przez wątrobę i zewnątrzkomórkowego 

ATP. Prowadziło to do wytworzenia fosfokreatyny i ADP. Fosfokreatyna była następnie 

wychwytywana przez komórki przerzutowe raka okrężnicy i wykorzystywana  

do wewnątrzkomórkowej fosforylacji ADP do ATP (Loo i wsp., 2015; Bergers i Fendt, 

2021).  

Xie i wsp. wykazali, że rodzaj metabolizmu komórek nowotworowych silnie 

zależy od środowiska. W normalnych warunkach hodowli komórkowej dominuje efekt 

Warburga. Po dodaniu kwasu mlekowego do pożywki hodowlanej i stworzeniu 

warunków kwasicy mleczanowej, komórki rakowe wykazują fenotyp nieglikolityczny. 

Dominuje wtedy zużycie tlenu i wytwarzanie znikomych ilości mleczanu. Pokazuje  

to wyjątkową zdolność komórek nowotworowych do przystosowania  

się do zmieniającego środowiska, co umożliwia ich przeżywalność i rozwój  

(Xie i wsp., 2014).  

Ostatnie badania wykazały, że w niektórych typach nowotworów tj. białaczkach, 

chłoniakach, gruczolakoraku przewodowym trzustki, czerniaku z wysokim podtypem 
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OXPHOS i raku endometrium, może wystąpić wytwarzanie cząsteczek ATP podczas 

mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej nawet podczas aktywnej glikolizy  

(Ashton i wsp., 2018). Mostoslavsky i wsp. wskazali, że komórki, które przeprowadzały 

glikolizę nie dzieliły się. Ich głównym zadaniem była ochrona przed nadmierną 

akumulacją reaktywnych form tlenu oraz wspieranie nowotworowych komórek 

macierzystych. Prowadziło to do rozrostu nowotworu (Sebastian i wsp., 2022).  

Zrozumienie w jaki sposób komórki nowotworowe regulują metabolizm, może 

być więc kluczem do skutecznego ukierunkowania terapii przeciwnowotworowej   

(Lia i wsp., 2020).  

Ze względu na wysokie stężenie ATP w mikrośrodowisku guza, może stać się ono 

potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu chorób nowotworowych (Fiorillo i wsp., 

2021). Wykazano podwyższony zewnątrzkomórkowy poziom ATP w zakresie 100 µM 

w mikrośrodowisku nowotworu, podczas gdy w prawidłowych warunkach 

fizjologicznych, ATP występuje w znikomych ilościach od 10 do 100 nM (Gilbert i wsp., 

2019; Mimoto i wsp., 2020). Monitorowanie produkcji ATP wydaje się więc być ważnym 

aspektem w ocenie progresji, a także agresywności nowotworu oraz określenia stadium 

jego rozwoju.  

Terapia lekowa jest ważną metodą leczenia pacjentów chorych na nowotwory. 

Lekooporność poważnie wpływa na czas przeżycia i jakość życia pacjentów.  

Coraz więcej dowodów wskazuje, że główne szlaki metaboliczne komórek 

nowotworowych, zarówno fosforylacja oksydacyjna jak i glikoliza, mogą leżeć u podstaw 

oporności na leki i wywierać znaczący wpływ na skuteczność terapii 

przeciwnowotworowych (Marcucci i Rumio, 2021; Zhao i wsp., 2022). Leczenie 

ukierunkowane na fosforylację oksydacyjną oraz glikolizę może w szczególności 

wyeliminować nowotworowe komórki macierzyste i opóźnić nabycie lekooporności. 

Wykazano, że zastosowanie inhibitorów mitochondrialnej syntazy ATP oraz glikolizy, 

zakłóca adaptację metaboliczną komórek nowotworowych. Hamowanie produkcji ATP, 

może więc prowadzić do skutecznej terapii przeciwnowotworowej (Sheng i wsp., 2024).  

Odkryto wiele naturalnych i syntetycznych inhibitorów syntazy ATP. Wśród nich 

można wymienić, m.in. oligomycynę (ang. Oligomycin) oraz aurowertynę B  

(ang. Aurovertin B) (Wangc i wsp., 2021). Do inhibitorów glikolizy zaliczamy m.in.  

2-deoksy-D-glukozę (ang. 2-deoxy-D-glucose, 2-DG) i 3-bromopirogronian  

(ang. 3-bromopyruvate, 3-BP) (Cunha i wsp., 2023). Pacheco-Valázques i wsp. 

zaobserwowali, że inkubacja komórek MDA-MB-231 i MDA-MB-468 z oligomycyną, 



 

 

 
  STRONA 33 

I. WSTĘP TEORETYCZNY 

zmniejsza proliferację, a także zdolność do migracji i inwazji komórek będących 

modelem do badania potrójnie ujemnego raka piersi (Pacheco-Velázquez i wsp., 2018). 

Podobny wynik otrzymali Lin i wsp. pracując na komórkach raka jelita grubego SW480 

i SW620 (Lin i wsp., 2018). W przypadku aurowertyny B, również wykazano silne 

działanie antyproliferacyjne na komórki MDA-MB-231 (Wu i wsp., 2020). Dodatkowo 

inhibitor ten umożliwia wykrywanie komórek raka okrężnicy, ponieważ stymuluje 

ekspresję ligandów NKG2D na komórkach nowotworowych. Wpływa  

to na rozpoznawanie ich przez komórki NK (ang. Natural killer cells, „naturalni 

zabójcy”) układu odpornościowego (Zhu i wsp., 2018). Simón i wsp. wykazali natomiast, 

że zastosowanie inhibitora 2-DG powoduje zahamowanie glikolizy w komórkach 

czerniaka B16-F10 oraz raka piersi MDA-MB-231 i zapobiega metastazie komórek 

(Simón i wsp., 2024). Badania Lei i wsp. pokazały, że leczenie skojarzone 2-DG  

z α-TOC (bursztynian α-tokoferolu, ang. α-tocopheryl succinate) znacząco zwiększyło 

skuteczność terapii przeciwnowotworowej, w porównaniu z monoterapią. Badanie  

to przeprowadzono na komórkach nabłonka raka okrężnicy HT29 (Lei i wsp., 2017). 

Ponadto, pokazano obiecujące działanie przeciwnowotworowe inhibitora 3-BP w mysich 

komórkach raka trzustki Panc-2. Inhibitor hamował enzym heksokinazy II (HK2) szlaku 

glikolitycznego w komórkach nowotworowych powodując zahamowanie produkcji ATP 

(Roy i wsp., 2022). Przedstawione wyniki pokazują, że wykorzystanie zmian  

w metabolizmie komórek nowotworowych jako celu terapeutycznego, może być szansą 

na wyleczenie pacjentów i ulepszenie konwencjonalnych metod leczenia chorób 

nowotworowych. 

 

6. Spektroskopia fluorescencyjna  

Spektroskopia fluorescencyjna wykorzystuje zjawisko fluorescencji polegające  

na promienistym oddaniu energii zaabsorbowanej przez cząsteczkę (fluorofor). 

Cząsteczka nieabsorbująca energii jest głównie ograniczona do singletowego stanu 

podstawowego S0. Kiedy pochłonie kwant światła (foton) o wystarczającej energii 

przechodzi na singletowy stan wzbudzony (S1). Powrót do podstawowego stanu 

singletowego (S0) poprzez przejście promieniste wiąże się z emisją promieniowania. 

Energia wyemitowanych fotonów jest niższa niż energia fotonów zaabsorbowanych, 

ponieważ część zaabsorbowanej energii zostaje rozproszona w procesach 

niepromienistych. Widmo fluorescencji jest więc przesunięte w kierunku fal dłuższych  

w stosunku do widma absorpcji. Czas trwania fluorescencji jest rzędu 10–10 s do 10–7 s. 
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Drugim rodzajem przejścia promienistego związanego z emisją fotonów  

jest fosforescencja. Polega ona na przejściu ze wzbudzonego stanu trypletowego (T1)  

na podstawowy stan singletowy (S0), co następuje po przejściu międzysystemowym  

ze wzbudzonego stanu S1. Widmo fosforescencji jest przesunięte jeszcze mocniej  

w kierunku fal dłuższych. Fluorescencja zanika jednocześnie z końcem wzbudzenia, 

natomiast w przypadku fosforescencji emitowane światło utrzymuje się jeszcze po jego 

zakończeniu (Valeur i Berberan-Santos, 2011; Zacharioudaki i wsp., 2022). Opisane 

powyższe zjawiska zachodzące we fluoroforze, schematycznie przedstawił Aleksander 

Jabłoński w 1933 roku, na tzw. diagramie Jabłońskiego (Rysunek 2A) (Frąckowiak, 

1988).  

Spektroskopia fluorescencyjna jest jedną z najbardziej wszechstronnych technik 

biofizycznych stosowanych w wielu dziedzinach nauki, np. naukach chemicznych, 

biologicznych, medycznych. W tej czułej metodzie można badać zmiany konformacyjne 

i strukturę biomolekuł oraz oddziaływania międzycząsteczkowe na poziomie 

nanoskopowym. Analizowane jest to poprzez otrzymane widma wzbudzenia i emisji  

oraz maksima emisji, a także zjawisko wygaszania i anizotropię fluorescencji (Lakowicz, 

1980; Camarca i wsp., 2021; Dos Santos Rodrigues i wsp., 2023). 

 

 

Rysunek 2. (A) Diagram Jabłońskiego; (B) Schemat fluorescencyjnego rezonansowego przeniesienia 

energii (FRET). Źródło: opracowanie własne na podstawie: Frąckowiak, 1988; Šimková i Staněk, 2012. 

 

7. Fluorescencyjne rezonansowe przeniesienie energii 

Proces fluorescencyjnego rezonansowego przeniesienia energii  

(ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET), występuje pomiędzy dwoma 
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rodzajami światłoczułych cząsteczek: donorem i akceptorem (Rysunek 2B). Zjawisko  

to opiera się na mechanizmie bezpromienistego przeniesienia energii od donora 

(fluorofor) znajdującego się w stanie wzbudzonym do akceptora będącego w stanie 

podstawowym. Fluorofor przechodzi do stanu wzbudzonego w wyniku absorpcji 

nadmiaru energii, a podczas powrotu do elektronowego stanu podstawowego, emituje 

promieniowanie. Jeśli cząsteczki znajdują się blisko siebie, akceptor o niższym stanie 

energii wzbudzonej może przyjąć energię wyemitowaną przez fluorofor (donor)  

i emitować fotony o niższej energii niż fotony, które emitowałby donor. Jeżeli 

akceptorem jest cząsteczka wygaszacza, to w wyniku zderzenia ze wzbudzonym donorem 

następuje jego deekscytacja i zjawisko wygaszania fluorescencji. Zjawisko to po raz 

pierwszy zostało zaobserwowane i opisane przez niemieckiego fizyka Theodora Förstera 

w latach czterdziestych XX wieku (Förster, 1948; Park i wsp., 2023; Liang i wsp., 2024).  

Do najważniejszych warunków jakie muszą być spełnione, aby nastąpiło zjawisko FRET 

należą: (i) bliska odległość cząsteczki donora i akceptora (zazwyczaj ≤ 100 Å)  

oraz (ii) nałożenie widma emisji donora z widmem absorpcji akceptora.  

Zjawisko FRET bardzo często wykorzystywane jest w badaniach dotyczących 

oddziaływań między biomolekułami i ich dynamiki. 

 

8. Bioczujniki 

Bezustannie poszukuje się szybkich, tanich, dokładnych i mało inwazyjnych 

metod służących do wykrywania biomarkerów nowotworowych. Wydaje  

się, że wszystkie powyższe kryteria spełniają bioczujniki (ang. biosensors). Zgodnie  

z nomenklaturą Międzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (ang. International 

Union of Pure and Applied Chemistry, IUPAC) bioczujniki to „urządzenia, które 

wykorzystują określone reakcje biochemiczne, w których pośredniczą izolowane 

enzymy, układy odpornościowe, tkanki, organelle lub całe komórki, w celu wykrywania 

związków chemicznych, zwykle za pomocą sygnałów elektrycznych, termicznych  

lub optycznych” (IUPAC, 1992). Bioczujniki są zbudowane z dwóch podstawowych 

części: (i) warstwy analitycznie aktywnej (warstwy receptorowej), która rozpoznaje 

badany analit i świadczy o selektywności bioczujnika oraz (ii) przetwornika, który 

przetwarza otrzymany sygnał chemiczny na mierzalny parametr analitycznie użyteczny  

i odpowiada za czułość biosensora (Cicha i wsp., 2022; Polat i wsp., 2022).  

Na Rysunku 3, przedstawiono schemat budowy typowego bioczujnika. 
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Rysunek 3. Schemat budowy bioczujnika. Źródło: opracowanie własne na podstawie: Huanga i wsp., 2021. 

 

Bioczujniki najczęściej klasyfikowane są ze względu na użyty element 

biologiczny, który znajduje się w warstwie receptorowej oraz na rodzaj zastosowanego 

przetwornika. W związku z tym, wyróżniamy m.in.: 

(i) bioczujniki oparte o kwasy nukleinowe, których działanie opiera  

się na komplementarności zasad nukleotydowych występujących w reagujących  

ze sobą pojedynczych niciach DNA i RNA,  

(ii) immunoczujniki, których działanie oparte jest na reakcji typu antygen-

przeciwciało, 

(iii) biosensory enzymatyczne należące do grupy bioczujników katalitycznych, których 

działanie  opiera się na reakcji enzymu z substratem, 

(iv) bioczujniki optyczne, w których mierzone są zmiany właściwości fal 

elektromagnetycznych. Należą do nich np. bioczujniki fluorescencyjne, 

kolorymetryczne, bioczujniki wykorzystujące technikę powierzchniowo 

wzmocnionej spektroskopii Ramana, 

(v) bioczujniki elektrochemiczne mierzące m.in. zależność prądu od przyłożonego 

potencjału, do których zaliczamy np. bioczujniki  amperometryczne, 

(vi) bioczujniki piezoelektryczne, w których mierzona jest częstotliwość drgań 

kryształu kwarcu w zależności od masy zaadsorbowanej/zdesorbowanej  

na/z powierzchni elektrody napylonej na kryształ. 

 

8.1. Aptamery  

Aptamery (łac. „aptus” - przyczepiony, dopasowany) to krótkie fragmenty 

jednoniciowych kwasów nukleinowych DNA lub RNA (oligonukleotydy). Wiążą się one 

z cząsteczkami docelowymi z dużym powinowactwem (nawet ∼10 pM)  
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i specyficznością. Aptamery uzyskuje się dzięki mechanizmowi selekcji in vitro  

w procesie SELEX (ang. Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment), 

poprzez izolację z bibliotek kombinatorycznych zawierających 1015 różnych 

oligonukleotydów (Famulok i Mayer, 1999; Canoura i wsp., 2022; Yang i wsp., 2023). 

Aptamery są strukturalnie i funkcjonalnie stabilne w szerokim zakresie warunków 

pomiarowych: siły jonowej, pH i temperatur. Ponadto, łatwo ulegają modyfikacji 

chemicznej i funkcjonalizacji. Aptamery mogą łączyć się z kwasami nukleinowymi 

(siRNA, miRNA), białkami, cząsteczkami leków, nanocząstkami, barwnikami 

fluorescencyjnymi (FAM) czy cząsteczkami wygaszaczy, które rozpraszają 

zaabsorbowaną energię świetlną w postaci ciepła (Dabcyl) (Rysunek 4). Sprawia to,  

że aptamery stały się interesującym narzędziem w badaniach mających zastosowanie  

w diagnostyce, monitorowaniu zmian chorobowych, a nawet celowanej terapii 

przeciwnowotworowej (Venkatesan i wsp., 2023). W zależności od modyfikacji 

aptamery mogą być wykorzystywane jako elementy receptorowe w biologicznej 

warstwie detekcyjnej bioczujników optycznych, elektrochemicznych  

lub piezoelektrycznych i systemach bioczujnikowych. 

W ostatnich latach dużym zainteresowaniem cieszy się zastosowanie sond 

aptamerowych bogatych w guaniny, zdolnych do fałdowania się w stabilne struktury  

G-kwadrupleksu (G-4). Formy G-4 układają się w warstwowe kwartety guaninowe, gdzie 

cztery guaniny ułożone są w jednej płaszczyźnie i są stabilizowane przez wiązania 

wodorowe Hoogsteena. Wykazano, że tego rodzaju sondy wyróżniają się większą 

selektywnością i czułością (Roxo i wsp., 2019; Figueiredo i wsp., 2023; Xiao i wsp., 

2023). 

Sekwencje DNA i RNA specyficzne do wiązania cząsteczek ATP były odkryte  

w latach 90-tych ubiegłego wieku przez grupę profesora Szostaka (Huizenga i Szostak, 

1995). W wyniku wiązania z ATP, sondy aptamerowe zmieniają swoją konformację 
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tworząc strukturę G-4. Obserwowane jest także fluorescencyjne rezonansowe 

przeniesienie energii  między obiema molekułami (Rysunek 4B) 

 

 

 

Rysunek 4. Schemat działania i przykłady modyfikacji aptamerów służących do wykrywania ATP.  

(A) sonda aptamerowe modyfikowana na jednym końcu sekwencji cząsteczką barwnika FAM; 

(B) sonda aptamerowa modyfikowana na jednym końcu sekwencji cząsteczką barwnika FAM a na drugim 

cząsteczką wygaszacza Dabcyl, pomiędzy którymi zachodzi bezpromieniste przeniesienie energii.  

Źródło: opracowanie własne na podstawie: Ratajczakd i wsp., 2019; Ratajczake i Stobiecka, 2023. 

 

8.2. Sondy nukleotydowe typu „sygnalizator molekularny”  

Sondy nukleotydowe typu „sygnalizator molekularny” (ang. molecular beacon, 

MB) to jednoniciowe cząsteczki kwasu nukleinowego, które są wykorzystywane  

do wykrywania obecności określonej komplementarnej sekwencji DNA lub RNA. Sondy 

składają się z 4 głównych części: (i) „pętli”, komplementarnej do poszukiwanej 

sekwencji, (ii) „trzonu”, który tworzą komplementarne do siebie nukleotydy znajdujące 

się na końcach sekwencji oligonukleotydowej, (iii) cząsteczki barwnika 

fluorescencyjnego na końcu 5’, (iv) cząsteczki niefluorescencyjnego wygaszacza  

na końcu 3’ (Rysunek 5). W roztworze, sondy przyjmują charakterystyczną zamkniętą 

strukturę „spinki do włosów” (ang. hairpin). Cząsteczki fluoroforu oraz wygaszacza 
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znajdują się wtedy blisko siebie (Rysunek 5A). Fotony emitowane przez barwnik 

fluorescencyjny są całkowicie absorbowane przez cząsteczkę wygaszacza w wyniku 

fluorescencyjnego rezonansowego przeniesienia energii (FRET) (stan OFF).  

W obecności sekwencji oligonukleotydowej komplementarnej do „pętli” następuje 

zmiana konformacji sondy w wyniku hybrydyzacji. Powoduje to oddalenie cząsteczki 

barwnika fluorescencyjnego od cząsteczki wygaszacza i emisję sygnału 

fluorescencyjnego (Rysunek 5B)  (Tyagi i Kramer, 1996; Han i wsp., 2013).  

 

 

 

Rysunek 5. Schemat działania sondy nukleotydowej typu „sygnalizator molekularny”. (A) zamknięta 

struktura sondy w formie „spinki do włosów” (hairpin) (stan OFF); (B) struktura otwarta sondy powstała 

po połączeniu z komplementarnym oligonukleotydem (stan ON). Źródło: opracowanie własne  

na podstawie: Ratajczakb i wsp., 2018; Ratajczakc i wsp., 2018.    

 

Sondy nukleotydowe typu „sygnalizator molekularny” posiadają wiele zalet. 

Przede wszystkim są bardzo specyficzne i z dużą czułością wykrywają komplementarne 

sekwencje oligonukleotydowe w czasie rzeczywistym (Bidar i wsp., 2021). W związku  

z tym, znalazły zastosowanie jako skuteczna metoda służąca do wykrywania 

biomarkerów chorobowych występujących w postaci mRNA w żywych komórkach. 

Utworzenie dupleksu sonda-mRNA wyzwala emisję fotonów przez cząsteczki 

fluoroforu. Do badania właściwości i działania sond stosuje się najczęściej spektroskopię 

fluorescencyjną (Lu i wsp., 2022). Otrzymany sygnał fluorescencyjny można określić 

ilościowo i skorelować z poziomem ekspresji genów na poziomie mRNA. Sondy mają 

więc ogromny potencjał jako przełomowe narzędzia służące do wczesnego wykrywania 
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nowotworów. Ponadto, mogą stanowić też nową generację nieinwazyjnych metod 

diagnostycznych w spersonalizowanej opiece zdrowotnej (Huangb i wsp., 2024). 

 

9. Nanonośniki 

Liposomy, micele, nanomateriały na bazie węgla, metali czy polimerów,  

a także nanosystemy oparte na albuminach to jedne z najlepiej zbadanych i powszechnie 

stosowanych nanonośników w ostatnich latach. Wykorzystywane są w medycynie 

zarówno w diagnostyce jak i terapii nowotworów (Hester i wsp., 2023; Kumbhar i wsp., 

2023). Ze względu na kluczową rolę nanomateriałów jaką jest ukierunkowane 

dostarczanie i uwalnianie środków terapeutycznych do komórek najważniejszymi  

ich cechami są rozmiar i ładunek. Właściwości te wpływają na rozpuszczalność, 

agregację, biokompatybilność i zdolność nanocząstek do przemieszczania się przez 

bariery biologiczne. Rozmiar nanonośników powinien być większy od 4 nm,  

aby nanocząstki nie uległy filtracji i oczyszczaniu przez nerki. Rozmiar nanomateriałów 

większy niż 10 nm, chroni nanocząstki przed ponownym przedostaniem się do naczyń 

lub wydostaniem poza naczynia krwionośne do normalnych tkanek. Górna granica 

wielkości nanonośników związana jest natomiast ze średnim rozmiarem otworów między 

komórkami śródbłonka naczyniowego guza i wynosi 400 nm (Zi i wsp., 2022).  

W związku z tym, preferowany rozmiar nanonośników powinien wynosić w granicach 

od 10 do 200 nm (Awad i wsp., 2023; Batool i wsp., 2023). 

Zarówno silnie dodatnie, jak i silnie ujemnie naładowane nanonośniki są podatne 

na szybkie oczyszczanie przez układ siateczkowo-śródbłonkowy (ang. reticulo-

endothelial system,  RES). Z tego powodu ważne jest projektowanie nanonośników  

z neutralnym lub lekko ujemnym potencjałem zeta (Yu i wsp., 2010; Ejigah i wsp., 2022). 

Ponadto, powszechną metodą zmniejszania rozpoznawania nanonośników przez RES, 

jest pokrywanie powierzchni nanomateriałów warstwą hydrofilową. Cząstki 

hydrofobowe i naładowane ulegają bowiem w krwiobiegu większej opsonizacji  

w porównaniu do cząstek hydrofilowych i neutralnie naładowanych. Ułatwia to proces 

fagocytozy przez leukocyty (Salmaso i Caliceti, 2013; Vangijzegem i wsp., 2023)  

i usuwanie nanomateriałów z komórek. 

 

9.1. Liposomy 

Liposomy to pęcherzyki fosfolipidowe składające się z jednej lub kilku warstw 

lipidowych oraz wewnętrznej części hydrofilowej. Ich średnica mieści się w granicach  
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od 50 do 500 nm. Ze względu na skład i strukturę identyczną z błonami komórkowymi,  

ich najważniejszymi zaletami są biokompatybilność, łatwość modyfikacji i znikoma 

toksyczność. Ponadto, liposomy mają zdolność przenoszenia związków lipofilowych  

i hydrofilowych (Nsairat i wsp., 2022; Sameer Khan i wsp., 2024).  

W związku z powyższym, nanonośniki liposomalne są szeroko stosowane jako 

systemy dostarczania leków. Chronią przenoszone preparaty przed hydrolizą co wydłuża 

biologiczny okres ich półtrwania (Sousa i wsp., 2018; Sang i wsp., 2021). Poza tym, 

poczyniono wiele wysiłków w celu opracowania inteligentnych nośników, które 

dostarczają substancje aktywne do komórek w odpowiedzi na zewnętrzny  

lub wewnętrzny wyzwalacz (np. temperaturę, pH, siłę jonową) (Chene i wsp., 2024). 

Modyfikuje się również powierzchnię liposomów m.in glikolem polietylenowym  

(ang. polyethylene glycol, PEG) w celu zminimalizowania usuwania ich przez układ 

siateczkowo-śródbłonkowy (Su i Kang, 2020). 

Oprócz dostarczania leków, trwają intensywne badania dotyczące wykorzystania 

liposomów jako nośników kwasów nukleinowych, białek i peptydów. Znakowane 

fluoroforem oligonukleotydy wprowadzone do komórek za pomocą liposomów, 

umożliwiają wykrywanie biomarkerów nowotworowych na poziomie mRNA i mogą 

służyć do monitorowania postępu leczenia (Fernandes, 2023; Gao i wsp., 2023; Nsairat i 

wsp., 2023; Wong i wsp., 2024).  

 

9.2. Tlenek grafenu  

Nanomateriały na bazie grafenu cieszą się dużym zainteresowaniem w badaniach 

biomedycznych. Stosowane są jako nanonośniki do dostarczania leków/kwasów 

nukleinowych a także wykorzystywane są przy opracowywaniu bioczujników. Dzieje się 

tak, ponieważ wykazują interesujące właściwości fizykochemiczne, takie jak duża 

powierzchnia o dwuwymiarowej strukturze planarnej, stabilność termiczna i chemiczna, 

biokompatybilność oraz zdolność do wiązania i przenoszenia cząsteczek na powierzchni 

(Lib i wsp., 2021). Mechanizm wychwytywania cząsteczek leków/genów opiera  

się na fizysorpcji poprzez oddziaływania van der Waalsa, oddziaływania π-π  

lub oddziaływania hydrofobowe.  

Właściwości tlenku grafenu (ang. Graphene oxide, GO) zależą od metody jego 

syntezy (Jiříčková i wsp., 2022). GO posiada zdolność do wygaszania fluorescencji  

i wysoką wydajność transferu energii. Ponadto wykazuje właściwości amfifilowe, 
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biokompatybilność i łatwość modyfikacji chemicznej (Ababay Ketema i Delele Worku, 

2023).  

Dzięki tym cechom służy jako platforma nośna dla fluorescencyjnych sond 

oligonukleotydowych. Adsorpcja jednoniciowego kwasu nukleinowego na powierzchni 

GO następuje poprzez oddziaływania π-π i wiązania wodorowe (Chen i wsp., 2022; 

Chauhan i wsp., 2023; Lic i wsp., 2024). Wygaszenie fluorescencji fluoroforu przez tlenek 

grafenu następuje na drodze bezpromienistego rezonansowego transferu energii  

(Paul i wsp., 2016; Ratajczaka i Stobiecka, 2017; Battisti i wsp., 2023). 

Tlenek grafenu używany w niskim stężeniu wykazuje również nieznaczną 

toksyczność. Jaworski i wsp. pokazali, że po 24 godzinach inkubacji komórek raka piersi 

HS-5 z różnymi stężeniami GO (od 5 do 100 μg/ml), nie zauważono znaczącego 

obniżenia żywotności komórek i znacznego wzrostu poziomu reaktywnych form tlenu  

(ang. reactive oxygen species, ROS) (Jaworski i wsp., 2021). Badania Cebadero-

Dominguez przeprowadzone na myszach, także nie dowiodły cytotoksyczności  tlenku 

grafenu w stężeniu 250 µg/ml (Cebadero-Dominguez i wsp., 2023). W badaniach Adrews 

i wsp. pokazujących wpływ GO na układ oddechowy i sercowo-naczyniowy wykazano,  

że ekspozycja 14 młodych zdrowych ochotników na działanie tlenku grafenu w stężeniu 

200 μg/m3 przez 2  godziny była dobrze tolerowana i nie powodowała żadnych skutków 

ubocznych (Andrews i wsp., 2024). 

GO oddziałuje także ze szlakami sygnalizacji komórkowej zaangażowanymi  

w progresję nowotworu i przerzuty. Tlenek grafenu może modulować ekspresję genów  

na poziomie mRNA i białek związanych z proliferacją komórek, apoptozą, angiogenezą  

i działaniem układu odpornościowego. Interakcje te mogą hamować wzrost nowotworu  

i poprawiać skuteczność innych metod leczenia (Tang i wsp., 2018; Barba-Rosado i wsp., 

2024). 

 

10. Przykłady zastosowania fluorescencyjnych sond do wykrywania surwiwiny  

oraz adenozyno-5′-trifosforanu 

Zainteresowanie zastosowaniem bioczujników służących do wykrywania 

biomarkerów nowotworowych w ostatnich latach wciąż wzrasta. Stanowią one bowiem 

relatywnie tanie urządzenia analityczne, charakteryzujące się wysoką czułością, 

selektywnością oraz stosunkowo łatwym sposobem przygotowania. Powoduje  

to, że bioczujniki mogą być korzystną alternatywą dla obecnie stosowanych 

zaawansowanych i drogich metod biologii molekularnej.  
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Od kiedy odkryto, że surwiwina pełni funkcję reorganizatora cyklu życia komórki 

prowadzącego do niezakłóconego wzrostu raka i przerzutów, cieszy się dużym 

zainteresowaniem wśród badaczy. Obecnie, sekwencja nukleotydowa mRNA kodująca 

surwiwinę jest badana jako cel terapii przeciwnowotworowej i biomarker nowotworowy.  

Ostatnie odkrycia wykazały, że mikrośrodowisko nowotworu charakteryzuje  

się zwiększonym stężeniem ATP. Wysoka produkcja ATP jest również głównym 

wyznacznikiem do tworzenia agresywnych fenotypów komórek nowotworowych.  

W związku z tym, monitorowanie produkcji ATP przez komórki jest obecnie nowym 

interesującym kierunkiem w leczeniu nowotworów.  

Poniżej przedstawiono, przykłady wykrywania genu surwiwiny na poziomie 

mRNA, a także adenozyno-5’trifosforanu w komórkach nowotworowych. 

Adinolfi i wsp. wykorzystali w swoich badaniach sondy typu „sygnalizator 

molekularny” do wykrywania mRNA surwiwiny w ludzkich komórkach raka płuc A549. 

Sondy wprowadzane były do ludzkiej linii komórek przy użyciu nanocząstek 

polimerowych z polimetakrylanu metylu (Adinolfia i wsp., 2017; Adinolfib i wsp., 2018). 

Wang i wsp. przedstawili system składający się z dwóch oligonukletydów znakowanych 

barwnikiem fluorescencyjnym, które wprowadzane były do komórek raka szyjki macicy 

HeLa przy użyciu nanocząstek złota, które działały jako wygaszacz (Wanga i wsp., 2019). 

Z kolei, Peng i wsp. zaproponowali fluorescencyjny system oparty na aptamerach  

do wykrywania mRNA surwiwiny w ludzkich komórkach HeLa oraz w komórkach 

jajnika chomika chińskiego CHO (Peng i wsp., 2024).  

Chu i wsp. opracowali bioczujnik  składający się z aptameru ATP ze znacznikiem 

fluorescencyjnym ROX oraz nanocząstek węglika tytanu (TC), które wykazują doskonałą 

skuteczność wygaszania. W obecności ATP aptamer znakowany ROX był uwalniany  

z powierzchni TC, co prowadziło do uzyskania sygnału fluorescencji ROX. 

Przedstawiono również, że tak przygotowana sonda TC/Apt może zostać wykorzystana 

do dokładnego rozróżnienia ATP w różnych próbkach, w tym żywych komórkach, 

płynach ustrojowych (np. surowicy mysiej, moczu myszy i surowicy ludzkiej)  

oraz mysich modelach (Chu i wsp., 2021). Chen i wsp. opracowali sondę aptamerową 

służącą do wykrywania ATP, która charakteryzowała się wysoką selektywnością 

względem innych nukleotydów. Ponadto wykazano jej działanie w surowicy ludzkiej 

(Chenc i wsp., 2022). Kolejny fluorescencyjny system bioczujnikowy zaproponowany 

został przez Jouha i wsp. W badaniu tym, sygnał fluorescencyjny wygaszany był przez 
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dwuwymiarowe szkieletowe struktury kowalencyjne organiczne (COF) (Jouha i wsp., 

2023). Naukowcy selektywnie wykryli ATP i trombinę. 
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II. Cel rozprawy doktorskiej, zakres badań i hipotezy 

 

1. Cel rozprawy doktorskiej i zakres badań 

Celem naukowym rozprawy doktorskiej było:  

1) Opracowanie fluorescencyjnego systemu bioczujnikowego opartego o sondę 

oligonukleotydową typu „sygnalizator molekularny”, służącego do wykrywania 

sekwencji nukleotydowej mRNA, kodującej surwiwinę w komórkach nowotworowych. 

 

Zakres badań wykonanych w publikacjach [P1] oraz [P2] podczas opracowania 

powyższego systemu bioczujnikowego obejmował: 

1) Opracowanie i scharakteryzowanie działania sondy Sur-MB-Joe:  

a) optymalizacja warunków pomiaru (stężenie sondy, temperatura i czas 

pomiaru), 

b) badanie stabilności sondy Sur-MB-Joe w różnych temperaturach, 

c) określenie selektywności opracowanego systemu bioczujnikowego, 

poprzez reakcję sondy z syntetycznymi oligonukleotydami: 

komplementarnym (St), niekomplementarnym (St-nc), posiadającymi  

w swojej sekwencji jeden (St-1) lub dwa (St-2) niekomplementarne  

do „pętli” sondy nukleotydy, 

d) określenie czułości detekcji opracowanego systemu bioczujnikowego, 

e) wyznaczenie stałej wygaszania dla supramolekularnego układu GO@Sur-

MB-Joe, 

f) badanie oddziaływań supramolekularnych pomiędzy barwnikiem Joe  

i wygaszaczem Dabcyl sondy nukleotydowej a tlenkiem grafenu  

z wykorzystaniem metody kwantowej dynamiki molekularnej. 

2) Scharakteryzowanie powierzchni tlenku grafenu za pomocą skaningowej  

i transmisyjnej mikroskopii elektronowej. 

3) Teoretyczne obliczenia struktury i danych termodynamicznych 

komplementarnych oligonukleotydów przy użyciu oprogramowania 

UNAFold. 

4) Opracowanie nowego mechanizmu interakcji sondy Sur-MB-Joe  

z komplementarnymi oligonukleotydami. 
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5) Obrazowanie ekspresji genu surwiwiny na poziomie mRNA w komórkach 

nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480 oraz w komórkach nabłonka 

okrężnicy CCD841 CoN przy użyciu mikroskopu optycznego odwróconego 

z zestawem do fluorescencji. 

 

2) Opracowanie fluorescencyjnego systemu bioczujnikowego opartego o aptamer, 

służącego do monitorowania poziomu stężenia ATP w komórka nowotworowych. 

 

Zakres badań wykonanych w publikacjach [P4] oraz [P5] podczas opracowania 

powyższego systemu bioczujnikowego obejmował: 

1) Opracowanie i scharakteryzowanie działania sond aptamerowych: 

a) optymalizacja warunków pomiaru (stężenie sond, czas pomiaru), 

b) badanie stabilności aptameru ABP w różnych temperaturach, 

c) wyznaczenie drugorzędowych struktur oraz temperatur topnienia 

charakterystycznych dla sond aptamerowych za pomocą teoretycznych 

obliczeń przy użyciu programu UNAFold,  

d) wyznaczanie stałych wygaszania aptamerów, 

e) określenie selektywności opracowanych systemów bioczujnikowych, 

poprzez reakcję aptamerów z różnymi trifosforanami nukleotydów: UTP, 

GTP, CTP. 

2) Badanie zmian stabilności kompleksu aptamer-nukleotyd w różnych 

temperaturach. 

3) Wykrywanie stężenia ATP w lizacie komórkowym otrzymanym z komórek 

nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480, po inkubowaniu komórek  

z inhibitorem mitochondrialnej syntazy ATP – oligomycyną (OMC) [P4]  

oraz inhibitorem glikolizy, 2-deoksy-D-glukozą (2-DG) [P5]. 

4) Obrazowanie działania sondy aptamerowej służącej do wykrywania stężenia 

ATP w komórkach nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480 przy użyciu 

mikroskopu optycznego odwróconego z zestawem do fluorescencji. 
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2. Hipotezy 

Przeprowadzone badania miały na celu dokonanie oceny następujących hipotez: 

H1: Wykrywanie ekspresji genu surwiwiny w komórkach nowotworowych może  

być prowadzone za pomocą sondy nukleotydowej typu „sygnalizator molekularny”  

z sekwencją komplementarną do sekwencji mRNA odpowiadającej za kodowanie 

surwiwiny.  

H2: Zwiększone zapotrzebowanie energetyczne komórek nowotworowych może  

być wykrywane poprzez monitorowanie poziomu stężenia ATP w komórkach za pomocą 

systemu bioczujnikowego opartego o aptamer, który wiąże się z ATP. 

 

Zakłada się, że uzyskane wyniki stanowić będą solidną podstawę dla dalszych 

badań podstawowych i klinicznych w celu potencjalnego zastosowania opisanych 

systemów bioczujnkowych jako nowych, efektywnych oraz czułych metod 

wykorzystywanych do wykrywania biomarkerów nowotworowych na wczesnym etapie 

choroby.  
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III. Materiały i metody badań 

 

1. Materiały 

1.1. Odczynniki 

Odczynniki użyte do sporządzania buforów: Tris chlorowodorek (Tris-HCl), 

chlorek magnezu (MgCl2), chlorek sodu (NaCl), wodorofosforan sodu (Na2HPO4), 

diwodorofosforan potasu (KH2PO4), inhibitory: oligomycyna i 2-deoksy-D-glukoza  

(2-DG) oraz trifosforany nukleotydów: adenozyno-5’-trifosforan (ATP),  

cytydyno-5’-trifosforan (CTP), guanozyno-5’-trifosforan (GTP) i urydyno-5’-trifosforan 

(UTP) oraz trypsyna z EDTA zakupione zostały w Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  

Do przeprowadzenia transfekcji komórek użyty został tlenek grafenu zawieszony  

w wodzie w jednowarstwowych płatkach (średnica (μm): 0,5-2; grubość (nm): 0,6-1,2) 

otrzymany z ACS Materials, LLC, (CA, USA) oraz zestaw odczynników do transfekcji 

Lipofectamine 3000 lub Lipofectamine™ LTX Reagent with PLUS™ Reagent 

zakupiony z Life Technologies (MA, USA). 

 

1.2. Linie komórkowe 

Badania przeprowadzono na ludzkiej linii komórek nabłonka gruczolakoraka 

okrężnicy SW480 (ATCC CCL-228) oraz prawidłowej ludzkiej linii komórek nabłonka 

okrężnicy CCD 841 CoN (ATCC CRL-1790). Linie komórkowe zakupione zostały  

w ATCC (LGC Standards Sp.z.o.o, Łomianki, Polska) i dostarczone przez dr. Bartłomieja 

Krazińskiego z Uniwersytetu Warmińsko-Mazurskiego w Olsztynie. 

 

1.3. Charakterystyka sond i oligonukleotydów 

Sekwencje sondy nukleotydowej typu „sygnalizator molekularny” (Sur-MB-Joe) 

służącej do wykrywania sekwencji nukleotydowej mRNA kodującej surwiwinę  

oraz krótkich oligonukleotydów zastosowane w publikacjach [P1] i [P2] oraz sekwencje 

sond aptamerowych wykorzystanych do monitorowania zmian stężenia ATP użyte  

w publikacjach [P4] (Apt(ATP)) oraz [P5] (ABP), zostały zsyntetyzowane przez: 

Pracownię Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydów, Instytutu Biochemii  

i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk (IBB PAS), Warszawa, Polska (St, St-1, St-2, SurMB, 

Apt(ATP)) lub FUTURESynthesis, Poznań, Polska (St-nc, ABP). Sekwencje zostały 
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przedstawione w Tabeli 4. Oligonukleotydy zostały oczyszczone za pomocą metody 

HPLC, a skala syntezy wynosiła 0,2 µmole. 

 

Tabela 4. Zestawienie sekwencji sondy typu „sygnalizator molekularny” (Sur-MB-Joe) wykorzystanej  

do wykrywania mRNA surwiwiny, krótkich oligonukletydów oraz sond aptamerowych Apt(ATP) i ABP 

służących do monitorowania zmian stężenia ATP wykorzystanych w badaniach 

 

Nazwa Sekwencja 5’ – 3’ 
Modyfikacje 

5’ 3’ 

Sur-MB-Joe CCTGGCCCAGCCTTCCAGCTCCTTGCCAGG Joe Dabcyl 

St CAAGGAGCTGGAAGGCTGGG - - 

St-1 CAAGGAGCTGCAAGGCTGGG - - 

St-2 CAAGGAGCTCCAAGGCTGGG - - 

St-nc CCCAGCCTTCCAGCTCCTTG - - 

Apt(ATP) 
TCTCTCACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAA

GGT 
- FAM 

ABP 
ATTCTCTCACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGA

AGGTAT 
FAM Dabcyl 

 

2. Metody badań 

2.1. Pomiary fluorymetryczne 

Pomiary widm fluorescencyjnych wykonane w publikacjach [P1], [P2], [P4]  

i [P5] zarejestrowano przy użyciu spektrofluorymetru LS55 (Perkin Elmer, Waltham, 

MA, USA) z impulsowym źródłem światła ksenonowego o mocy 20 kW  

i fotopowielaczem. Podczas badań, szerokość szczelin wzbudzenia i emisji ustawiono  

na 5 nm, a prędkość skanowania na 500 nm/min przy długościach fal emisji od 200  

do 600 nm, z rozdzielczością 1 nm. Badane roztwory umieszczano w kuwetach o długości 

drogi optycznej równej 10 cm. Długość fali wzbudzenia dla sondy nukleotydowej typu 

„sygnalizator molekularny” wynosiła  = 520 nm [P1, P2], a dla aptameru  = 480 nm 

[P4, P5]. 

 

2.2. Hodowla komórek 

Komórki SW480 hodowane były w medium hodowlanym DMEM  

(pożywka Eagle zmodyfikowana przez Dulbecco, ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium) (PAA, Immuniq, Polska), a komórki CCD841CoN w medium hodowlanym 
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EMEM (Minimalna pożywka niezbędna Eagle'a, ang. Eagle's minimal essential medium) 

(ATCC, LGC Standards, Wielka Brytania) wzbogaconych 10% dodatkiem bydlęcej 

surowicy płodowej (FBS) oraz 1% dodatkiem mieszaniny antybiotyków: penicyliny  

i streptomycyny (Sigma-Aldrich, USA) oraz 1% dodatkiem L-glutaminy (Sigma-Aldrich, 

USA) w inkubatorze Shel Lab Model 2123/TC (Cornelius, OR, USA) w temperaturze 

37°C przy zawartości CO2 5% oraz wilgotności ≥95%. Do pasażowania, w celu 

oderwania komórek od powierzchni szalki hodowlanej wykorzystano 0,25% roztwór 

trypsyny z EDTA (Sigma-Aldrich, USA). Wszystkie czynności wykonywane z użyciem 

komórek prowadzono w warunkach sterylnych w komorze laminarnej II klasy 

bezpieczeństwa (Alpina, Polska). 

Komórki hodowane były na szalkach hodowlanych o wymiarach 60 mm × 15 mm  

w 4 ml medium hodowlanego. Badania przeprowadzono, gdy pokrycie powierzchni 

szalki komórkami wynosiło około 80%, a stężenie końcowe komórek ok. 1×105 

komórek/ml. 

 

2.3. Transfekcja komórek 

Do transfekcji komórek SW480 oraz CCD 841 CoN w publikacji pierwszej [P1] 

użyto specyficznego odczynnika do transfekcji Lipofectamine™ 3000 wykorzystującego 

zaawansowaną technologię nanocząstek lipidowych. Transfekcję przeprowadzono 

według procedury producenta. Na początku przygotowano roztwory składające  

się ze 195 μl medium hodowlanego DMEM zmieszanego z 5 μl roztworu odczynnika 

Lipofectamine™ 3000 (roztwór A) oraz 195 μl medium hodowlanego DMEM 

zmieszanego z 4 μl roztworu odczynnika Lipofectamine™ 3000 i 1 μl sondy Sur-MB-

Joe o stężeniu 100 μM (roztwór B). Następnie oba roztwory zmieszano i inkubowano  

w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Po określonym czasie, roztwór dodano  

do przemytych świeżym medium hodowlanym komórek i inkubowano w temperaturze 

37oC przez 4 godziny. 

Transfekcja komórek SW480 za pomocą cząsteczek tlenku grafenu [P2], nastąpiła 

poprzez dodanie do komórek roztworu zawierającego 268 µl tlenku grafenu o stężeniu 

100 ng/ml, 1 μl roztworu sondy Sur-MB-Joe o stężeniu 100 μM i 131 μl medium 

hodowlanego DMEM. Całość inkubowano w temperaturze 37oC przez 4 godziny. 

W celu wprowadzenia do komórek SW480 [P4] aptameru Apt(ATP), 

wykorzystano mieszaninę  składającą się z 521 µl roztworu zawierającego sondę 

Apt(ATP) o stężeniu 49 nM, odczynnik do transfekcji Lipofectamine LTX and PLUS 
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Reagent oraz medium hodowlane DMEM. Całość inkubowano przez 2 godziny  

w temperaturze 37oC. 

 

2.4. Aparatura i oprogramowanie 

Ekspresję genu surwiwiny na poziomie mRNA w komórkach gruczolakoraka 

okrężnicy SW480 oraz komórkach nabłonka okrężnicy CCD841 CoN za pomocą 

opracowanej sondy nukleotydowej Sur-MB-Joe, obserwowano przy użyciu optycznego 

mikroskopu odwróconego, Nikon Eclipse TE300 z zestawem filtrów fluorescencyjnych 

B-2A (450 – 490 nm), a rejestracja uzyskanych zdjęć z wykorzystaniem aparatu Canon 

Power Shot A640 zamontowanym na mikroskopie.  

Wyznaczanie energii swobodnej, struktur drugorzędowych i temperatury 

topnienia dla oligonukleotydów oraz sond aptamerowych przeprowadzono przy pomocy 

oprogramowania UNAFold z aplikacją Quikfold (Instytut RNA, Uniwersytet Albany, 

Albany, NY, USA) służącego do przewidywania pofałdowania i hybrydyzacji kwasów 

nukleinowych. 

Struktury chemiczne tlenku grafenu, barwnika Joe i wygaszacza Dabcyl,  

oraz symulacje interakcji między nimi wykonano w oparciu o obliczenia kwantowo – 

chemiczne przy użyciu programu Spartan 14 (Irvine, CA, USA). 

Morfologia powierzchni tlenku grafenu scharakteryzowana została przy użyciu 

transmisyjnego mikroskopu elektronowego JEM 1011 (JEOL, Japonia) z analizatorem 

EDS INCA (Oxford) oraz skaningowego mikroskopu elektronowego JSM-6390LV 

(JEOL, Japonia). Zdjęcia wykonano w Pracowni Badań Mikroskopowo – Elektronowych 

Instytutu Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN  

w Warszawie. 
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IV. Omówienie najważniejszych wyników otrzymanych 

podczas wykonywania prac eksperymentalnych 
 

Opracowanie fluorescencyjnego systemu bioczujnikowego opartego o sondę 

oligonukleotydową typu „sygnalizator molekularny”, służącego do wykrywania 

sekwencji nukleotydowej mRNA kodującej surwiwinę w komórkach nowotworowych 

 

Problem badawczy podjęty w publikacjach [P1] oraz [P2] dotyczył możliwości 

wykrywania ekspresji genu surwiwiny na poziomie mRNA w żywych komórkach 

poprzez zastosowanie fluorescencyjnej sondy nukleotydowej typu „sygnalizator 

molekularny” (Sur-MB-Joe). Badania zostały przeprowadzone na komórkach nabłonka 

gruczolakoraka okrężnicy SW480 oraz komórkach nabłonka okrężnicy CCD841 CoN. 

Sonda Sur-MB-Joe została wprowadzona do komórek za pomocą liposomów [P1]  

lub tlenku grafenu [P2]. Sekwencja zastosowanej w doświadczeniach sondy 

przedstawiona jest w Tabeli 4 i składa się z antysenownej sekwencji oligonukleotydowej 

komplementarnej do sekwencji mRNA kodującej surwiwinę. 

Przedstawiona w publikacjach sonda nukleotydowa Sur-MB-Joe przyjmuje  

w roztworze zamkniętą strukturę przypominającą „spinkę do włosów” (stan OFF). 

Obserwowana intensywność fluorescencji (IFL) jest niska i wynosi IFL= 26 j.u.  

W wyniku dodania komplementarnego do sekwencji „pętli” sondy oligonukleotydu 

(CtDNA = 100 nM), zachodzi proces hybrydyzacji prowadzący do utworzenia struktury 

dwuniciowej. Hybrydyzacja powoduje zmianę konformacji sondy Sur-MB-Joe  

oraz oddalenie cząsteczki barwnika Joe od cząsteczki wygaszacza Dabcyl. W związku  

z tym, po wzbudzeniu dupleksu następuje wyzwolenie sygnału fluorescencyjnego 

barwnika Joe, (stan ON) i ponad 20-krotny wzrost zarejestrowanego sygnału 

fluorescencyjnego, IFL,maks. = 561,2 j.u. (Rysunek 5). 

W doświadczeniu sprawdzającym wpływ temperatury na stabilność sondy 

 Sur-MB-Joe zauważono, że w temperaturach od 30°C do 50°C intensywność emisji 

fluorescencji dla barwnika Joe szybko wzrasta i stabilizuje się po ok. 9 minutach. 

Wskazuje to na zmianę konformacji sondy poprzez dehybrydyzację komplementarnych 

nukleotydów na końcach sekwencji oligonukleotydowej i otwieranie się jej struktury  

pod wpływem temperatury. Należy jednak zaznaczyć, że intensywność fluorescencji  

jest prawie 8-krotnie mniejsza (IFL = 69,5 j.u. dla temperatury 50°C po 21 minutach)  
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w porównaniu z wartościami uzyskanymi w obecności komplementarnego 

oligonukleotydu w temperaturze 23°C. 

Sonda Sur-MB-Joe występuje w roztworze jako zamknięta struktura z niską 

intensywnością IFL = 14,5 j.u., z powodu zjawiska FRET zachodzącego między 

cząsteczkami barwnika i wygaszacza. Podczas interakcji sondy z różnymi stężeniami 

tlenku grafenu (GO) obserwowano redukcję sygnału fluorescencyjnego barwnika Joe. 

Podczas tworzenia supramolekularnego układu GO@Sur-MB-Joe, tlenek grafenu działał 

jak dodatkowe cząsteczki wygaszacza. Intensywność obniżyła się do wartości  

IFL = 29,2 j.u. dla 370,8 nM stężenia pierścieni tlenku grafenu. Na podstawie otrzymanych 

wyników wyznaczono stałą wygaszania Sterna – Volmera, która wyniosła  

KSV = 2742 ± 21 M−1. Wskazuje to na statyczny proces wygaszania fluorescencji. 

W celu zbadania jaki rodzaj interakcji między tlenkiem grafenu i barwnikiem Joe 

może powodować proces wygaszania, przeprowadzono symulację dla 

supramolekularnego układu GO@Joe z wykorzystaniem metody kwantowej dynamiki 

molekularnej. Wykazano, że pomiędzy molekułami Joe i powierzchnią tlenku grafenu 

tworzą się wiązania wodorowe oraz występują oddziaływania π–π między pierścieniami 

aromatycznymi równolegle ułożonych obu cząsteczek. Podobne wyniki otrzymano  

w wyniku symulacji dokonanej dla supramolekularnego układu GO@Dabcyl. 

Oddziaływania supramolekularne między cząsteczkami barwnika i wygaszacza a GO, 

wzmacniają siłę wiązania sondy Sur-MB-Joe do powierzchni tlenku grafenu. Dodatkowo 

scharakteryzowano powierzchnię tlenku grafenu, wykorzystując technikę transmisyjnej 

(TEM) i skaningowej (SEM) mikroskopii elektronowej. Na otrzymanych zdjęciach 

mikroskopowych zaobserwowano mocno pofałdowane, pojedyncze płatki tlenku 

grafenu. 

W kolejnych doświadczeniach, sprawdzono czułość detekcji sondy Sur-MB-Joe.  

W obecności wzrastającego stężenia komplementarnych do „pętli” sondy 

oligonukleotydów (tDNA), zauważono znaczący wzrost emisji fluorescencji barwnika 

Joe. Z uzyskanych danych możliwe było wyznaczenie granicy wykrywalności tDNA 

wynoszącej LOD = 26 nM, korzystając ze standardowej reguły trzech sigm (S/N = 3σ). 

Po dodaniu wzrastających stężeń komplementarnych oligonukleotydów tDNA  

do supramolekularnego układu Sur-MB-Joe@GO nastąpiła hybrydyzacja tDNA z sondą 

Sur-MB-Joe. W wyniku zmiany  konformacji sondy z zamkniętej struktury „spinki  

do włosów” (stanu OFF) do sztywnej, otwartej struktury dupleksu, nastąpiło oddalenie 

cząsteczek fluoroforu i wygaszacza od siebie. Doprowadziło to do desorpcji utworzonego 
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dupleksu DNA z powierzchni tlenku grafenu i wyzwoliło sygnał fluorescencji barwnika 

Joe (stan ON, IFL = 963,1 j.u. po 30 minutach). Granica wykrywalności tDNA wyniosła 

LOD = 16 nM (S/N = 3σ). 

Wykazano również dużą selektywność opracowanego „sygnalizatora 

molekularnego”. Interakcja sondy z oligonukleotydami, które posiadały w swojej 

sekwencji jeden (St-1) lub dwa (St-2) niekomplementarne do „pętli” sondy nukleotydy, 

spowodowała znaczny spadek sygnału fluorescencyjnego powstałego dupleksu Sur-MB-

Joe-docelowy oligonukleotyd. Sygnał fluorescencji dla St-1 wyniósł odpowiednio  

IFL,St-1 = 181,4, j.u. a dla St-2, IFL,St-2 = 147,4 j.u. Interakcja Sur-MB-Joe  

z niekomplementarnym oligonukleotydem (St-nc) nie wywołała żadnych zmian w sygnale 

fluorescencyjnym w porównaniu do sygnału otrzymanego dla samej sondy.  

W temperaturze 61°C, sygnał fluorescencji obserwowany dla supramolekularnego układu 

GO@Sur-MB-Joe z docelowymi oligonukleotydami St-1, St-2 i St-nc spadł poniżej 100 j.u. 

Powodem jest słabe wiązanie docelowych sekwencji z sondą Sur-MB-Joe i wygaszenie 

fluorescencji barwnika Joe przez tlenek grafenu. Dla komplementarnego oligonukleotydu 

otrzymany sygnał fluorescencyjny wyniósł powyżej 800 j.u. Efekt ten jest związany  

z hybrydyzacją sondy Sur-MB-Joe z oligonukleotydem i uwolnieniem powstałego 

dupleksu z powierzchni tlenku grafenu. Otrzymane wyniki wskazują na opracowanie 

doskonałej metody służącej do rozróżniania sekwencji nici oligonukleotydowych, które 

różnią się jednym nukleotydem. 

Uzyskano, także różnice w charakterystyce krzywych temperatur topnienia 

otrzymanych w zakresie od 23°C do 91°C dla sondy Sur-MB-Joe oraz jej dupleksów 

utworzonych w obecności oligonukleotydów: komplementarnego (St), całkowicie 

niekomplementarnego (St-nc) oraz ze zmienionym jednym (St-1) lub dwoma (St-2) 

nukleotydami. Największy wpływ na charakterystykę topnienia Sur-MB-Joe uzyskano  

w obecności komplementarnego oligonukleotydu. W przypadku badania tego dupleksu, 

pomiary wykazały nieodwracalną trzystopniową charakterystykę topnienia (OFF-ON-

ON). Podczas zmniejszania temperatury do 23°C, sonda Sur-MB-Joe nie powracała  

do początkowej zamkniętej konformacji, a sygnał fluorescencyjny był utrzymywany  

na wysokim poziomie (stan ON). Sugeruje to powstanie silnego i trwałego dupleksu  

Sur-MB-Joe z komplementarną sekwencją. Zgodnie z oczekiwaniem, krzywe 

temperatury topnienia otrzymane dla dupleksu sondy z niekomplementarnym 

oligonukleotydem były takie same jak dla sondy bez dodatku oligonukleotydu. 

Otrzymane wyniki potwierdzają, że sonda Sur-MB-Joe przechodzi zmiany 
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konformacyjne od stanu OFF do stanu ON czyli wraca do zamkniętej struktury „spinki  

do włosów” (stan OFF) w temperaturze pokojowej. Krzywe temperatur topnienia 

otrzymane dla Sur-MB-Joe w obecności St-1 i St-2, wskazują na znacznie słabszą interakcję 

docelowych oligonukleotydów z sondą i zwiększoną temperaturę topnienia.  

W następstwie otrzymanych wyników, zaproponowano nowy mechanizm 

interakcji sondy nukleotydowej z komplementarnymi oligonukleotydami. W oparciu  

o teoretyczne obliczenia struktury komplementarnych oligonukleotydów i otrzymane 

dane termodynamiczne przy użyciu oprogramowania UNAFold wykazano,  

że ww. oligonukleotydy tak samo jak sonda Sur-MB-Joe, przyjmują zamkniętą strukturę 

„spinki do włosów”. Proces hybrydyzacji i biorozpoznania następuje więc podczas 

reakcji typu „spinka do włosów – spinka do włosów” (hairpin – hairpin). Sugerowany 

model rozszerza stosowany do tej pory klasyczny model Tyagi−Kramera, w którym 

komplementarny oligonukleotyd występujący w postaci liniowej łączy się z sondą mającą 

zamkniętą strukturę „spinki do włosów” (hairpin).  

Następnie oceniono możliwość wykorzystania opracowanej sondy nukleotydowej  

do wykrywania sekwencji nukleotydowej mRNA kodującej surwiwinę w żywych 

komórkach. Sonda Sur-MB-Joe została wprowadzona do komórek nabłonka 

gruczolakoraka SW480 oraz prawidłowych komórek nabłonka okrężnicy CCD841 CoN 

za pomocą liposomów (Sur-MB-Joe@Lip) [P1] lub tlenku grafenu (GO@SurMB-Joe) 

[P2]. Po 4-godzinnej inkubacji komórek SW480 z Sur-MB-Joe@Lip lub GO@SurMB-

Joe, za pomocą odwróconego mikroskopu optycznego z filtrem fluorescencyjnym, 

zarejestrowano sygnał pochodzący z fluorescencji fluoroforu Joe w cytozolu. Emisja 

nastąpiła w konsekwencji oddalenia cząsteczki barwnika od cząsteczki wygaszacza  

w związku ze zmianą konformacji sondy Sur-MB-Joe wywołaną procesem hybrydyzacji 

z cząsteczkami mRNA kodującymi surwiwinę obecnymi w cytozolu komórek (stan ON). 

Po wprowadzeniu sondy do komórek CCD841 CoN nie zarejestrowano sygnału 

fluorescencyjnego. Otrzymany wynik jest zgodny z oczekiwaniami i świadczy o braku 

ekspresji genu surwiwiny na poziomie mRNA w prawidłowych komórkach nabłonka 

okrężnicy. Sonda nie zmienia swojej konformacji i występuje w postaci zamkniętej 

struktury (stan OFF). Otrzymane wyniki świadczą o wysokiej ekspresji genu surwiwiny 

na poziomie mRNA w komórkach nowotworowych SW480 oraz skutecznej transfekcji 

komórek przy użyciu liposomów i tlenku grafenu. 

Opracowane przeze mnie systemy bioczujnikowe, służące do wykrywania 

sekwencji mRNA kodującej surwiwinę, stanowią obiecujące i pomocne narzędzie  
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do wczesnego diagnozowania nowotworów. Mogą być podstawą do tworzenia nowych 

terapii i przyczynić się do zwiększenia  przeżywalności chorych.  

W publikacji przeglądowej [P3], omówiono dynamiczny rozwój metod służących  

do wczesnego wykrywania zmian nowotworowych opartych na detekcji białka  

lub mRNA kodującego surwiwinę. Zarówno białko jak i mRNA stanowią  biomarkery 

nowotworowe. Przegląd ten podsumowuje osiągnięcia naukowców uzyskane podczas 

projektowania i opracowywania optycznych, piezoelektrycznych  

oraz elektrochemicznych systemów bioczujnikowych i mikroprzepływowych.  

W publikacji zwrócono uwagę na dokładność, selektywność i czułość otrzymanych 

urządzeń. Szczególną uwagę poświęcono także metodom detekcji biomarkerów 

nowotworowych opartych na reakcji antygen-przeciwciało i procesie hybrydyzacji DNA. 

Podkreślono również wykorzystanie różnych nanomateriałów, takich jak: nanocząstki 

złota, mezoporowate nanocząstki krzemionkowe, tlenek grafenu i nanocząstki 

polimerowe, w przygotowaniu czujników biologicznych. W publikacji przedstawiono, 

także możliwość wykorzystania nieinwazyjnej biopsji płynnej w nowoczesnej 

diagnostyce i terapii, poprzez detekcję surwiwiny w egzosomach i krążących komórkach 

nowotworowych znajdujących się w krwiobiegu.  

 

Opracowanie fluorescencyjnego systemu bioczujnikowego opartego o aptamer,  

służącego do monitorowania poziomu stężenia ATP w komórka nowotworowych 

 

Problem badawczy podjęty w publikacjach [P4] oraz [P5] dotyczył możliwości 

monitorowania poziomu stężenia adenozyno-5′-trifosforanu (ATP) w komórkach, 

poprzez zastosowanie opracowanych fluorescencyjnych sond aptamerowych. Do badań 

wykorzystano komórki nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480 oraz komórki SW480 

inkubowane z różnymi stężeniami inhibitora syntazy ATP, oligomycyną [P4]  

lub inhibitorem glikolizy, 2-deoksy-D-glukozą (2-DG) [P5]. Sekwencje aptamerów: 

Apt(ATP) [P4] i ABP [P5] zastosowanych w pomiarach zostały przedstawione  

w Tabeli 4. Aptamery miały sekwencję oligonukleotydową specyficzną do łączenia  

z cząsteczkami ATP modyfikowaną na jednym końcu fluoroforem FAM. Aptamer ABP 

[P5], posiadał dodatkowo cząsteczkę wygaszacza Dabcyl oraz na obu końcach sekwencji 

komplementarne do siebie nukleotydy, pozwalające utworzyć strukturę „spinki  

do włosów”. 
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Sondy aptamerowe w wyniku wzbudzenia barwnika FAM przy długości fali 

światła  = 480 nm, wykazują wysoki sygnał fluorescencyjny rejestrowany przy długości 

fali ok.  = 516 nm (stan ON). Dla sondy ABP intensywność fluorescencji wynosiła  

IFL = 904,5 j.u. i ustabilizowała się w ciągu 15 min. W obecności cząsteczek ATP, 

konformacja sondy zmieniała się w strukturę G-kwadrupleksu (G-4). Forma ta powstała 

poprzez pofałdowanie pojedynczej nici aptameru bogatej w reszty guaninowe.  

W utworzonym kompleksie aptamer-ATP, dochodzi również do fluorescencyjnego 

rezonansowego przeniesienia energii między cząsteczką barwnika a cząsteczkami 

guaniny w sondzie Apt(ATP) [P4] lub cząsteczką Dabcyl w sondzie ABP [P5]. Prowadzi 

to do wygaszania fluorescencji FAM (stan OFF).  

Drugorzędowe struktury sond aptamerowych wyznaczono za pomocą 

teoretycznych obliczeń przy użyciu oprogramowania UNAFold, które służy  

do przewidywania pofałdowania i hybrydyzacji kwasów nukleinowych. Wykazano,  

że opracowane sondy mogą przyjmować cztery struktury z małymi pętlami 

przypominającymi „spinkę do włosów”. Wszystkie charakteryzują się ujemną energią 

swobodną Gibbsa, co świadczy o dużej stabilności termodynamicznej.  

Podczas badania trwałości struktury aptameru ABP w zakresie temperatur  

od 23°C do 91°C, wykazano powstawanie odwracalnej, trzystopniowej (OFF-ON-OFF) 

charakterystyki topienia sondy. Podczas zmiany temperatur od 23°C do 67°C, 

intensywność względnego sygnału emisji sondy wzrosła od F/Fo = 1 do F/Fo = 1,498,  

co świadczy o oddaleniu fluoroforu FAM na końcu 5’ od wygaszacza Dabcyl 

znajdującego się na końcu 3’ i wyzwoleniu fluorescencji barwnika. Dalszy wzrost 

temperatury od 67°C do 91°C sprawił, że zarejestrowany względny sygnał 

fluorescencyjny zmalał do poziomu F/Fo = 1,205. Uzyskane wyniki wskazują, że wraz  

ze wzrostem temperatury, pojedyncza nić oligonukleotydowa aptameru przyjmuje 

przypadkową, losową konformację. Prowadzi to do wygaszania fluorescencji poprzez 

zjawisko FRET między cząsteczkami barwnika i wygaszacza.  

W doświadczeniu badającym czułość sondy aptamerowej Apt(ATP) wykazano,  

że po dodaniu różnych stężeń ATP, nastąpiło wygaszenie emisji barwnika sondy. Sygnał 

fluorescencyjny obniżył się mocno z wartości IFL = 898,2 j.u. do wartości IFL = 295,5 j.u. 

odpowiednio dla 0 µM oraz 333 µM stężenia ATP. Obliczona stała wygaszania  

Sterna-Volmera wyniosła KSV = 5700 ± 200 M−1. Z otrzymanych wyników wyznaczono 

także dolną granicę wykrywalności stężenia ATP, która równa była LOD = 24 μM  

(S/N = 3σ). Obniżenie stężenia sondy Apt(ATP) do 16,7 nM, spowodowało możliwość 
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wykrycia 17 μM stężenia ATP. W przypadku sondy ABP, po dodaniu różnych stężeń 

ATP, wyznaczony limit detekcji dla ATP wyniósł LOD = 54,2 μM. Podwyższając 

temperaturę pomiaru do 40°C, granica wykrywalności stężenia ATP obniżyła  

się do LOD = 27,4 µM (S/N = 3σ).  

Selektywność opracowanych aptamerów sprawdzono w obecności innych 

trifosforanów nukleotydów: CTP, GTP i UTP. Otrzymane wyniki pokazały,  

że interferenty powodują znacznie słabsze wygaszanie fluorescencji barwnika FAM 

sondy Apt(ATP) w porównaniu z ATP. Najniższe obniżenie sygnału sondy wywołał 

nukleotyd GTP (18,6%), następnie UTP (29,8%) oraz CTP (35,7%). Dodatek ATP 

wywołał wygaszenie fluorescencji o 67,1%. Wskazuje to na wysoką selektywność 

opracowanej sondy aptamerowej. W przypadku sondy ABP, również wykazano,  

że interakcja aptameru z ATP indukuje mocniejsze wygaszanie fluorescencji  

niż w przypadku innych nukleotydów. Zaobserwowana skuteczność wygaszania 

fluorescencji (ang. fluorescence quenching efficiency, QE) w 23°C dla ATP wyniosła  

QE = 32%, podczas gdy dla CTP i UTP 25%, a dla GTP 20%. Wyższa temperatura 

pomiaru (40°C) spowodowała większe wygaszanie fluorescencji sondy po interakcji  

z cząsteczkami ATP, które wyniosło 42%. Wygaszanie dla pozostałych nukleotydów 

zmniejszyło się do 18%, 14% i 18% odpowiednio dla CTP, GTP i UTP. Otrzymane 

wyniki wskazują, że proponowana sonda aptamerowa ABP zapewnia dobrą selektywność 

i czułość względem ATP.  

W wyniku badania zmian stabilności kompleksu aptamer ABP-nukleotyd  

w różnych temperaturach, zaobserwowano, że podczas skanowania temperatury od 23°C 

do 49°C, względny sygnał fluorescencji barwnika FAM, obniżył się z F/Fo = 1  

do F/Fo = 0,867. Wskazuje to na zmianę konformacji aptameru ABP. Podczas łączenia 

sondy z cząsteczkami ATP, zmniejsza się odległość pomiędzy barwnikiem FAM  

a wygaszaczem Dabcyl. Umożliwia to zajście pomiędzy nimi zjawiska FRET. W trakcie 

dalszego podwyższania temperatury, powyżej 51°C, względny sygnał fluorescencji ABP 

stopniowo wzrastał. W temperaturze 69°C osiągnął maksymalny poziom F/Fo = 1,247, 

po czym nastąpił spadek do F/Fo = 1,02 w 91°C. Spowodowane było to zmianą 

konformacji sondy najpierw do całkowicie otwartej, a następnie przypadkowej, losowej 

struktury, w której może dochodzić do przeniesienia energii między blisko znajdującymi 

się molekułami fluoroforu i wygaszacza. Dla innych nukleotydów, kompleksy aptamer 

ABP-nukleotyd miały charakterystykę identyczną jak sama sonda. Świadczy to o słabej 

interakcji aptameru z  UTP, GTP i CTP. 
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Podczas przeprowadzonych badań wykazano również, że pomimo wzrostu 

temperatury podczas doświadczenia, wiązanie cząsteczek ATP do sondy ABP, powoduje 

spadek fluorescencji, a dla pozostałych nukleotydów wzrost sygnału. Największa różnica 

w otrzymanych wynikach obserwowana była dla temperatur w zakresie od 40°C do 50°C. 

Oznacza to, że opracowana metoda zapewnia doskonałą selektywność aptameru, a także 

służy rozróżnieniu poszczególnych nukleotydów.  

Następnie zbadano użyteczność opracowanych sond w lizacie komórkowym, 

który został otrzymany z komórek nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480. 

Wykazano, że sygnał fluorescencji barwnika FAM w lizacie po dodaniu ATP zmniejszył 

się o 16%, co potwierdza możliwość działania sondy Apt(ATP) w roztworze 

zawierającym 300-krotnie rozcieńczony lizat z komórek nowotworowych.  

Za pomocą sondy ABP wykazano różnice w stężeniu ATP w lizatach 

komórkowych, które otrzymano z komórek inkubowanych bez oraz z dodatkiem 

inhibitora glikolizy (roztwór 10 mM 2-deoksy-D-glukozy (2-DG)) przez 24 godziny.  

Za pomocą metody dodatku wzorca, wyznaczono stężenie ATP w lizacie komórkowym. 

W lizacie otrzymanym z komórek poddanych działaniu inhibitora glikolizy wynosiło  

ono 30,9 µM, natomiast w lizacie z komórek, które nie były inkubowane z 2-DG, stężenie 

ATP wyniosło 45,25 µM. Otrzymany wynik wskazuje na obniżenie produkcji ATP  

o 31,7%.  

W kolejnych doświadczeniach oceniono możliwość wykorzystania sondy 

aptamerowej Apt(ATP) do monitorowania stężenia ATP w żywych komórkach nabłonka 

gruczolakoraka okrężnicy SW480. Zastosowano oligomycynę, antybiotyk, który jest 

inhibitorem syntazy ATP i działa na kompleks V w mitochondrialnym łańcuchu 

oddechowym. Początkowo komórki były inkubowane z 1 lub 5 µM stężeniem 

oligomycyny przez 20 godzin. Następnie wprowadzono do nich za pomocą liposomów 

aptamer. Uzyskane wyniki jednoznacznie pokazały zwiększenie intensywności sygnału 

fluorescencyjnego, który pochodził z barwnika FAM, w cytozolu komórek poddanych 

działaniu oligomycyny. Sygnał emisji zwiększył się o 5,2% dla 1 μM stężenia 

oligomycyny oraz o 11,9% dla 5 μM w porównaniu z sygnałem otrzymanym  

dla komórek, które nie były inkubowane z inhibitorem syntazy ATP. Świadczy  

to o zahamowaniu produkcji ATP przez użyty antybiotyk. W wyniku powstania mniejszej 

liczby cząsteczek ATP, następuje słabsze wygaszenie fluorescencji barwnika FAM 

wprowadzonego do komórek aptameru Apt(ATP). 
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Opracowane przeze mnie systemy bioczujnikowe oparte o aptamery, stanowią 

obiecujące i pomocne narzędzie w terapii przeciwnowotworowej. Wskazując, iż poprzez 

monitorowanie stężenia ATP w lizacie i cytozolu komórek, można ocenić postęp rozwoju 

nowotworu. 
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Na podstawie otrzymanych wyników opisanych w czterech oryginalnych 

publikacjach naukowych [P1], [P2], [P4] i [P5] można wysunąć następujące wnioski  

i wyróżnić najważniejsze dokonania: 

1. Opracowanie czułego i selektywnego fluorescencyjnego systemu 

bioczujnikowego opartego o sondę nukleotydową typu „sygnalizator 

molekularny”, który jest zdolny do: 

a) wykrycia komplementarnego oligonukleotydu w stężeniu 26 nM, 

b) rozróżniania sekwencji oligonukleotydowych różniących się jednym 

nukleotydem, 

c) wykrywania sekwencji nukleotydowej mRNA kodującej surwiwinę,  

w żywych komórkach nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480,  

d) rozróżniania komórek nowotworowych od prawidłowych. 

2. Opracowanie skutecznej metody transfekcji komórek sondą nukleotydową 

przy użyciu dwóch nanonośników: tlenku grafenu i liposomów. 

3. Odkrycie, że komplementarne oligonukleotydy (St), z jednym (St-1)  

lub dwoma (St-2) niekomplementarnymi do „pętli” sondy nukleotydami  

oraz niekomplementarne oligonukleotydy (St-nc), posiadają tak jak sonda  

Sur-MB-Joe drugorzędową strukturę przypominającą „spinkę do włosów”. 

4. Zaproponowanie nowego mechanizmu interakcji sondy Sur-MB-Joe  

z komplementarnymi oligonukleotydami, gdzie biorozpoznanie następuje 

podczas reakcji typu „spinka do włosów - spinka do włosów” 

(hairpin−hairpin). 

5. Wykazanie występowania oddziaływań supramolekularnych pomiędzy 

barwnikiem Joe, wygaszaczem Dabcyl i powierzchnią tlenku grafenu. 

6. Opracowanie selektywnych fluorescencyjnych systemów bioczujnikowych 

opartych o aptamery, które są zdolne do:  

a) wykrywania ATP w roztworze buforowym w stężeniu 17 µM przez 

aptamer Apt(ATP) [P4] i w stężeniu 27,4 µM przez aptamer ABP [P5], 

b) odróżniania poszczególnych nukleotydów, 
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c) monitorowania zmian poziomu stężenia adenozyno-5′-trifosforanu (ATP)  

w komórkach nabłonka gruczolakoraka okrężnicy SW480 poddanych 

działaniu 1 µM i 5 µM stężeniu oligomycyny, 

d) wykrycia stężenia ATP w lizacie komórkowym otrzymanym z komórek 

hodowanych bez oraz z dodatkiem inhibitora glikolizy, 2-deoksy-D-

glukozy (2-DG). 

7. Wyznaczenie drugorzędowej struktury aptamerów przypominającej „spinkę  

do włosów” za pomocą oprogramowania UNAFold. 

8. Wzmocnienie/wygaszenie sygnału fluorescencyjnego opracowanych 

systemów bioczujnikowych może stanowić sygnał analityczny. 

9. Podwyższenie temperatury pomiaru zwiększa skuteczność wygaszania 

fluorescencji aptameru w obecności ATP i zmniejsza ją dla pozostałych 

nukleotydów. 

 

Opracowana przeze mnie metoda analityczna oparta na fluorescencyjnych 

sondach nukleotydowych, wyróżnia się dużą czułością, szybkością odpowiedzi i może 

stanowić alternatywę dla obecnie stosowanych metod biologii molekularnej. Wykazałam, 

że za pomocą zaproponowanych systemów bioczujnikowych można wykrywać ekspresję 

genu surwiwiny na poziomie mRNA, monitorować zmiany poziomu stężenia ATP  

oraz rozróżniać komórki nowotworowe od zdrowych. Przedstawiłam również możliwość 

zastosowania dwóch nanonośników: tlenku grafenu oraz liposomów, do wprowadzania 

sond nukleotydowych do wnętrza komórek. 

Reasumując, przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki badań 

pozwoliły na pozytywną weryfikację postawionych hipotez.  

Uzyskane przeze mnie rezultaty prac badawczych stanowią istotny wkład w kształtujący 

się obecnie kierunek w zakresie tak diagnostyki, jak i terapii chorób nowotworowych,  

a także opracowywania skutecznych systemów dostarczania leków.  
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