Warszawa, 26.07.2013 r.
mgr Adriana Palinska-Saadi
Uniwersytet Warszawski
Wydziat Chemii
Pracownia Teoretycznych Podstaw Chemii Analityczne;j

Autoreferat rozprawy doktorskiej pt.
»~Konstrukcja i zastosowanie sitodrukowanych czujnikow
elektrochemicznych w badaniach oddziatywan DNA z btekitem
metylenowym, antracyklinami i ich formamidynowymi pochodnymi”

Promotor rozprawy: prof. dr hab. Magdalena Maj-Zurawska

Dokonana w drugiej potowie XIX wieku przez Lelanda C. Clarka modyfikacja powierzchni
gazowej elektrody tlenowej poprzez osadzenie na niej oksydazy glukozowej otworzyta droge do
konstrukcji zupelnie nowych, umozliwiajacych wykonywanie badan z pogranicza chemii i
biologii, narzedzi analitycznych, jakimi byly wowczas bioczujniki elektrochemiczne. Obecnie
cieszg sie one duza popularno$cia i sg wciaz udoskonalane zaréwno przez stosowanie
réznorodnych rodzajéw biologicznego materiatu receptorowego, jak i przez liczne modyfikacje
w konstrukcji urzadzenia oraz w procedurze pomiarowej. Na szczegdlng uwage zastuguja
biosensory, w ktorych biologiczny element receptorowy stanowi warstwa kwasu
deoksyrybonukleinowego, ktory jako nos$nik informacji genetycznej odgrywa wazng role w
procesach biologicznych. Bioczujniki DNA moga dostarcza¢ wielu istotnych informacji na temat
oddzialywan molekut kwasu deoksyrybonukleinowego z réznymi indywiduami chemicznymi
(farmaceutykami, substancjami toksycznymi, biatkami), mutacji wystepujacych w tancuchach
DNA oraz chordb genetycznych. Wprowadzajgc r6zne modyfikacje w ich konstrukcji, dazy sie do
uzyskania tanich, skutecznych i prostych w obstudze narzedzi, ktére w przyszto$ci mogtyby by¢
dostepne komercyjnie i stosowane nawet przez niewykwalifikowane osoby w oznaczeniach
medycznych, farmakologicznych oraz srodowiskowych.

Badania eksperymentalne opisane w mojej rozprawie doktorskiej dotyczyty
zastosowania tréjelektrodowych uktadéw sitodrukowanych do konstrukcji elektrochemicznych
bioczujnikow DNA. Przeprowadzitam szereg eksperymentéw, majgcych na celu optymalizacje
procedury przygotowywania powierzchni sitodrukowanej elektrody pracujacej oraz polepszenie
parametrow pomiarowych ukladéw na drodze modyfikacji nanorurkami weglowymi.
Zoptymalizowane czujniki wykorzystatam do analizy oddzialywan réznych rodzajéw DNA z
btekitem metylenowym oraz daunorubicyng, doksorubicyng i ich formamidynowymi
pochodnymi, wykazujacymi podobnie jak zwigzki macierzyste wtasciwosci antynowotworowe.

W mojej pracy prezentacja wynikéw badan wiasnych poprzedzona zostata do$¢ obszerng
cze$cia literaturowa, ktéra przybliza zagadnienia istotne z punktu widzenia podjetej tematyki.
Objeta ona omoéwienie budowy i wtasciwosci kwasu deoksyrybonukleinowego oraz substancji z
nim oddziatujacych, konstrukcji i zasady dziatania elektrochemicznych bioczujnikow DNA,
techniki sitodruku, budowy i wtasciwosci nanorurek weglowych oraz metod analitycznych,
stosowanych w mojej pracy, takich jak woltamperometria i spektrofotometria UV-Vis.

W czeSci mojej rozprawy dotyczacej badan wiasnych, jako pierwsze zaprezentowane
zostaty wyniki testowania czterech metod przygotowania powierzchni sitodrukowanej



elektrody pracujacej: oczyszczania elektrochemicznego, oczyszczania elektrochemicznego
poprzedzonego dziataniem NaOH, oczyszczania elektrochemicznego poprzedzonego dziataniem
H;0; oraz oczyszczania elektrochemicznego poprzedzonego mechanicznym szlifowaniem. Na
elektrodach przygotowanych wedlug poszczegélnych procedur osadzatam DNA i
monitorowatam woltamperometrycznie sygnaty elektroutlenienia zawartej w nim guaniny i
adeniny. Uzyskane wyniki oraz charakteryzujace je parametry pokazaty, iz najwlasciwszym
sposobem przygotowania elektrod sitodrukowanych do konstrukcji bioczujnikéw DNA jest
czyszczenie elektrochemiczne, obejmujace kondycjonowanie elektrody przy stalym dodatnim
potencjale oraz cykliczne utlenianie i redukcja jej powierzchni w szerokim zakresie potencjatéw.

Podjetam réwniez prébe poprawy parametréow pomiarowych, zwiekszenia czutosci i
powtarzalnoéci, stosowanych ukladéw sitodrukowanych poprzez ich modyfikacje
wielo$ciennymi nanorurkami weglowymi. Na wstepie przeprowadzitam serie prob, majacych na
celu dobdr rozpuszczalnika wtasciwego do sporzadzenia zawiesiny nanorurek weglowych i
nastepnie uzycia jej do modyfikacji elektrod sitodrukowanych. Stabilne, jednorodne zawiesiny
nanorurek weglowych uzyskatam jedynie w DMF, jego mieszaninie z woda w stosunku 1:1 oraz
cellosolwie butylowym. Jednak ostatecznie do modyfikacji elektrod sitodrukowanych uzytam
jedynie zawiesin sporzadzonych w dwoéch ostatnich rozpuszczalnikach, gdyz DMF powodowat
znieksztatcenia woltamperograméw, uniemozliwiajace monitorowanie sygnatéw utlenienia
zasad azotowych DNA. Modyfikacje nanorurkami prowadzilam dwoma sposobami: poprzez
nakroplenie ich zawiesiny na powierzchnie elektrody pracujacej oraz poprzez wzbogacenie nimi
grafitowej pasty sitodrukowej uzywanej do nadruku uktadéw elektrodowych. Pierwsza metoda
okazata sie skuteczna jedynie w przypadku zastosowania zawiesiny wielo$ciennych nanorurek
weglowych w mieszaninie DMF-H,O0 do modyfikacji sitodrukowanych elektrod produkcji
wtoskiej, powodujac podwyzszenie rejestrowanych na nich sygnatéw utlenienia DNA, podczas
gdy na elektrodach polskich modyfikowanych w analogiczny sposéb ulegaty one obniZeniu.
Jednak mimo wzrostu wysokosci pikdw rejestrowanych na elektrodach wtoskich w obecnosci
nanorurek, pozostawaly one nizsze 1 mniej powtarzalne niz rejestrowane na
niemodyfikowanych elektrodach polskich. Alternatywna metoda modyfikacji elektrod
sitodrukowanych nanorurkami weglowymi stosowana byta tylko dla ukltadéw polskich i
polegata na dodatku 1% wielo$ciennych nanorurek weglowych do grafitowej pasty
sitodrukowej. W tym przypadku wptyw nanorurek weglowych na sygnaty utlenienia zasad
azotowych byt zalezny od sposobu osadzania DNA - gdy byto ono nakraplane, ich obecno$¢ nie
powodowata wzrostu pikéw, gdy zas byto ono adsorbowane z roztworu przy statym potencjale,
ulegaly one niewielkiemu podwyzZszeniu z jednoczesng poprawa powtarzalnosci. Takie efekty
$Swiadcza o pozytywnym wplywie nanorurek weglowych na przeptyw elektrondw,
towarzyszacych procesom elektrolitycznym zachodzacym podczas adsorpcji DNA, a nie o ich
katalitycznym dziataniu na samga reakcje redoks. Do dalszych eksperymentéw wybratam
ostatecznie elektrody produkcji polskiej bez modyfikacji ze wzgledu na do$¢ duzy koszt zakupu
nanorurek weglowych, nieprzektadajgcy sie na znaczaca poprawe parametréw pomiarowych
elektrod modyfikowanych.

W dalszej czeSci mojej rozprawy przedstawitam wyniki badan wiasnych nad
wykorzystaniem zoptymalizowanych bioczujnikow DNA do analizy oddzialywan kwasu
deoksyrybonukleinowego z réznymi substancjami chemicznymi. Pierwszym przebadanym
przeze mnie zwigzkiem byt popularny interkalator - btekit metylenowy. Analiza
przeprowadzona w mieszaninie MB i poszczeg6lnych rodzajéw DNA ujawnita, Ze wchodzi on w
silniejsze interakcje z DNA plazmidowym niz chromosomalnym, a jako miejsce oddziatywania z
helisg preferuje sekwencje zawierajace guanine i cytozyne. Niestety blokowanie powierzchni



czujnikow sitodrukowanych przez utlenione molekuty kwasu nukleinowego uniemozliwito
uzycie ich do badania proceséw akumulacji i elektroaktywnosci réznych rodzajéw DNA
plazmidowego, a nastepnie ich oddziatywania z biekitem metylenowym. Dlatego w tych
badaniach zastosowatam klasyczny uktad elektrod, z elektroda z wegla szklistego jako
pracujaca. Jak pokazuja otrzymane wyniki, adsorpcja plazmidéw na niej jest duzo silniejsza niz
DNA chromosomalnego, a procesy elektrodowe, ktérym ulegaja, zaleza od tréjwymiarowej
struktury tych molekut, determinujacej sposdéb ich utozenia na powierzchni przetwornika.
Rozréznienie form plazmidéw na podstawie ich sygnatéw utlenienia nie jest zadaniem fatwym,
dlatego tez wiedzac na podstawie eksperymentéw wykonanych za pomoca ukladow
sitodrukowanych, ze oddziatywanie MB z DNA zalezy od struktury trzeciorzedowej kwasu, z
powodzeniem uzytam tego ligandu jako narzedzia do odréznienia form plazmidéw o roznej
wielkosci i strukturze przestrzenne;j.

Wazng cze$cia prowadzonych przeze mnie badan byta analiza oddziatywan
wystepujacych pomiedzy DNA a daunorubicyng, doksorubicyng i ich pochodnymi, w ktérych
grupa aminowa w cze$ci daunozaminowej zastgpiona zostata ugrupowaniem formamidynowym
zawierajgcym reszte aminy cyklicznej. W tym celu przeprowadzitam eksperymenty
spektrofotometryczne oraz woltamperometryczne przy uzyciu sitodrukowanych bioczujnikow
DNA. Wyniki jednych i drugich wskazujg na powinowactwo wszystkich antracyklin do kwasu
nukleinowego, ktére zalezy od struktury i stezenia antracyklin oraz sekwencji i stezenia
tancuch6w DNA. Pomiary elektrochemiczne dostarczyly jednak pethiejszych informacji na temat
interakcji wystepujacych pomiedzy tymi substancjami, ujawniajac réznorodnos$¢ ich
mechanizméw. Na podstawie wywotanych obecnos$cia poszczegélnych antracyklin zmian
sygnatow utlenienia guaniny i adeniny roéznych rodzajéw DNA (chromosomalnych i
oligonukleotydowych) stwierdzono, iZ wérdéd sposobéw ich oddziatywania wymieni¢ mozna:
interkalacje, potaczong z tworzeniem wigzan wodorowych i kowalencyjnych, elektrostatyczne
przycigganie molekut antracyklin przez szkielet cukrowo-fosforanowy helisy oraz jej rozplatanie
potaczone ze zrywaniem wigzan wodorowych pomiedzy komplementarnymi zasadami. Bez
wzgledu na mechanizm interakcji w poréwnaniu ze zwigzkami macierzystymi formamidynowe
pochodne wykazywaty zwykle silniejsze powinowactwo do DNA oraz wiekszy wplyw na zmiane
sygnatow utlenienia zasad azotowych w =zakresie nizszych stezenn. W odniesieniu do
zastosowania chemioterapeutycznego pokazuje to, ze obrana droga poszukiwania nowych
antracyklin o podwyzZszonej aktywno$ci antynowotworowej i obniZonej toksycznos$ci jest
wilasciwa.

W ramach pracy doktorskiej wykazatam, Ze elektrochemiczne bioczujniki DNA
skonstruowane na elektrodach sitodrukowanych stanowia uzyteczne narzedzie analityczne do
badania oddzialywan kwasu deoksyrybonukleinowego z réznymi substancjami chemicznymi.
Moga pozwoli¢ one na prowadzenie przy ich uzyciu badan przesiewowych, pozwalajacych z
grupy wielu substancji (np. analogéw lekéw antynowotworowych) wytonié¢ tylko te, ktore
charakteryzuja sie najsilniejszym powinowactwem do DNA, i w przypadku zwigzkéw o
wtasciwosciach terapeutycznych zakwalifikowa¢ je nastepnie do kosztownych i czasochtonnych
testow biologicznych.

Wyniki badan eksperymentalnych wykonanych w ramach mojej pracy doktorskiej
zostaty dotychczas przedstawione w 3 publikacjach naukowych o zasiegu miedzynarodowym (w
tym 2 w czasopismach z tzw. listy filadelfijskiej, IF = 2,82 oraz IF = 3,95) oraz zaprezentowane
podczas 14 wystgpien na miedzynarodowych konferencjach naukowych organizowanych w
kraju i zagranica.



