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Bialka, czesto nazywane prawdziwymi ,.czasteczkami zycia”, sg podstawowym
elementem budulcowym kazdej komorki ludzkiego ciala. Wigkszos¢ bialek wystepujacych
w organizmie ludzkim to biatka wewnatrzkomorkowe, ktérych poziom ekspresji jest
zréznicowany i zalezy od typu komorek lub tkanek, w ktorych one powstajg. Zsyntezowane
w odpowiednich komoérkach biatka wydzielane sg do osocza oraz ptynu $roédmigzszowego,
gdzie zaczynaja petni¢ swoje funkcje. Osocze zawiera zdecydowanie wiecej biatek niz ptyn
srddmiazszowy. Dodatkowo, biatka osocza, jako jedyne z jego sktadnikow, nie przedostaja
si¢ do ptynu $rédmiazszowego. Poziom biatek w ptynach ustrojowych moze ulega¢ zmianie
wraz z wiekiem, a takze w roznych stanach fizjologicznych 1 patologicznych. Zatem sa one
doskonalym wskaznikiem stanu zdrowia organizmu. Wykorzystanie elektrochemii do
oznaczania zawartos$ci biatek we krwi wydaje si¢ by¢ konkurencyjne w stosunku do metod
stosowanych w analizie klinicznej, ze wzgledu na brak koniecznos$ci stosowania toksycznych
substancji, tatwo$¢ przygotowania probek do pomiarow, jak rowniez relatywnie krotki czas
wykonywania analizy.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zaproponowanie rozwigzan analitycznych
do bezposredniej woltamperometrycznej detekcji wybranych metaloprotein: hemoglobiny
(Hb), ceruloplazminy (Cp), transferyny (Tf) i ferrytyny (Ft) we krwi. Kluczowym etapem
badan byla odpowiednia funkcjonalizacja powierzchni elektrody pozwalajaca na
wzmocnienie sygnatu pradowego procesu redoks wybranych metaloprotein, z jednoczesnym
zachowaniem ich wlasciwosci elektrokatalitycznych. W tym celu wykorzystano zewngtrzne
zrodto pola magnetycznego 1 ferromagnetyczny modyfikator powierzchni elektrody
(nanokapsuty weglowe zawierajace zelazo: Fe@C Nps). Dzigki czemu mozliwa byta kontrola
orientacji docierajacej lub unieruchamianej na powierzchni przewodnika metaloproteiny.

Waznym etapem konstrukcji czujnikéw do detekcji wybranych metaloprotein byto
opracowanie procedury tworzenia jednorodnej 1 stabilnej warstwy nanoczastek
magnetycznych na powierzchni elektrody. Przeprowadzone badania pokazaty, ze utworzeniu
warstwy o takich parametrach sprzyja zastosowanie homogenizatora ultradzwigkowego
podczas przygotowywania zawiesiny nanoczgstek. Skuteczno§¢ wspoldziatania nanoczastek
Fe@C 1 zewnetrznego zrddta pola magnetycznego w pierwszej kolejnosci sprawdzono wobec
hemoglobiny, biatka o najwigkszej zawarto$ci we krwi. Nanoczastki magnetyczne obecne na
powierzchni elektrody pelnity role nanomagnesow, ktore z jednej strony wzmacnialy
transport paramagnetycznej Hb do powierzchni elektrody, z drugiej za$ zapewniaty korzystna
dla bezposredniej wymiany elektronéw jej orientacje. Dzigki czemu mozliwa byta rejestracja
dobrze wyksztatconych sygnatéw elektroredukcji Hb. Duzg zaleta zaproponowanej metody
oznaczania hemoglobiny we krwi byt brak konieczno$ci specjalnego przygotowania probek.
Hemoglobina obecna jest w czerwonych krwinkach, dlatego tez przed procesem jej
oznaczania przeprowadzono hemoliz¢ krwi poprzez odpowiednie jej rozcienczenie.



Skonstruowany czujnik pozwolit na oznaczenie hemoglobiny w probce krwi ludzkiej oraz
szczurzej z duza dokladnoscig, dobrag powtarzalnos$cia oraz niskg granica wykrywalnosci,
rzedu pM.

Jednym ze sposobow ograniczenia kosztow analizy iloSciowej bialek jest oznaczanie
kilku biatek podczas jednego pomiaru. Jednoczesna elektrochemiczna detekcja kilku biatek
obecnych we krwi jest trudna do przeprowadzenia, gdyz produkty zachodzgcych procesow
elektrodowych moga adsorbowac si¢ na powierzchni elektrody, uniemozliwiajac dalsza
detekcje. W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze jednoczesne oznaczanie biatek jest
mozliwe przy uzyciu tego samego czujnika, wowczas gdy sygnaty pradowe badanych biatek
pojawiajg si¢ w innym zakresie na skali potencjatowej. Przeprowadzone badania udowodnity,
ze mozliwa jest bezposrednia elektrochemiczna detekcja ceruloplazminy i hemoglobiny
w trakcie pojedynczego pomiaru, bez koniecznosci specjalnego przygotowania analizowanej
probki krwi. Nanoczastki ferromagnetyka na powierzchni elektrody petnity role
specyficznego i selektywnego filtru, ktory przySpieszal oraz wzmacniat transport tylko
paramagnetycznych czasteczek do powierzchni elektrody. Dodatkowo, bezposredni kontakt
metaloproteiny z powierzchnig zastosowanego ferromagnetyka nie prowadzil do jej
deaktywacji. Ceruloplazmina jest niezwykle waznym biatkkiem w osoczu krwi,
transportujacym miedz, ale rdwniez katalizujgcym utlenianie zelaza Fe(Il) do Fe(IIl), co
umozliwia wigzanie tego pierwiastka z transferyng i transport w osoczu krwi. Wiasciwosci
katalityczne Cp sa zwiazane z jej unikalnym centrum aktywnym, zwanym grupa prostetyczna,
ktoéra ztozona jest z 3 typow centrow miedziowych. Wlasciwe unieruchomienie czasteczek
ceruloplazminy na powierzchni elektrody ma niezwykle istotny wplyw na jej aktywno$¢
katalityczng. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu
elektrochemicznego udowodnity, ze zaré6wno obecnos¢ ferromagnetycznego modyfikatora
elektrody, czyli nanokapsut weglowych zawierajacych zelazo, jak réwniez zewngtrznego
zrédla pola magnetycznego gwarantowaty maksymalng aktywnos$¢ katalityczng cerulolazminy
wzgledem jonow  Fe(Ill). Dodatkowo, wyniki uzyskane za pomoca metody
LA-ICP-MS pokazaly, ze adsorpcja ceruloplazminy zachodzita przede wszystkim na
ferromagnetycznym modyfikatorze powierzchni elektrody.

Kolejng wazng paramagnetyczng metaloproteing obecng we krwi jest transferyna.
Z uwagi na fakt, ze biatko to zawiera w swojej strukturze, podobnie jak Hb i Ft, jony zelaza
oznaczanie tej metaloproteiny przy uzyciu -elektrody zmodyfikowanej wylgcznie
nanoczastkami magnetycznymi bylo niemozliwe. O ile hemoglobing mozna tatwo usunaé
Z oznaczanego roztworu poprzez odwirowanie elementéw morfotycznych krwi, o tyle
ferrytyna wciaz pozostaje w roztworze i jest gldownym biatkiem przeszkadzajacym w analizie
transferyny w osoczu krwi. Zatem w celu dokonania oznaczenia transferyny niezbedne jest
zmodyfikowanie powierzchni elektrody przeciwcialem, ktore selektywnie wiaze oznaczane
biatko (antygen). Glownym elementem budujgcym warstwe receptorowg immunosensora byto
przeciwciatlo monoklonalne typu IgG. Wykonane badania udowodnity, ze skonstruowany
immunosensor mozna zastosowa¢ do wykrywania dyskretnych zmian ilo$ci tego biatka we
krwi, co jest niezwykle istotne w diagnostyce wielu schorzen. Duzg zaleta zaproponowanego
immunosensora jest prostota jego wykonania, duza selektywno$¢, jak réwniez mozliwos¢
kilkukrotnego jego wykorzystania, co znacznie obniza koszty przeprowadzenia analizy.

Transferyna, zaliczana jest do biatek ,,migkkich” wedlug klasyfikacji Norde, zatem
jest ona podatna na zmiany konformacyjne w wyniku kontaktu z wybrang powierzchnia.
W organizmie ulega ona cyklicznym zmianom konformacyjnym podczas procesu wigzania
1 uwalniania jonow Fe(IlI), umozliwiajac tym samym rozpoznanie tego biatka przez receptory
Zlokalizowane na powierzchni blon plazmatycznych komorek. Dodatkowo, 1lo$¢ receptoréw
Tf na powierzchni komoérek nowotworowych jest zdecydowanie wigksza w pordwnaniu do
komorek zdrowych. Z tego wzgledu transferyna moze peli¢ funkcje wspomagajaca
w celowanej terapii przeciwnowotworowej. Wykonane badania pokazaly, ze zastosowanie
nanoczgstek magnetycznych (potencjalne nosniki lekéw  przeciwnowotworowych)



zawierajacych na powierzchni grupy karboksylowe (Fe@C-COOH Nps) w obecnos$ci pola
magnetycznego prowadzi do kowalencyjnego unieruchomienia Tf w jego elektroaktywnej
formie. Wprowadzenie zewnetrznego zrddla pola magnetycznego podczas procesu
unieruchamiania Tf na powierzchni Fe@C-COOH Nps wptywato na struktur¢ tworzonej
warstwy transferyny. Paramagnetyczne centra Tf (jony Fe(Ill)) byly wciagane przez pole
magnetyczne 1 w konsekwencji zmieniaty swoje potozenie, natomiast diamagnetyczne
sktadniki otoczki biatkowej Tf (gtdéwnie wodoroweglany) bytly wypychane przez pole na
zewnatrz. W zwigzku z tym, w wyniku oddzialywan elektrostatycznych, tworzyta si¢ kolejna
warstwa Tf na powierzchni nanoczastek, co potwierdzity badania z wykorzystaniem
mikrowagi kwarcowej z dyssypacja energii. Jest to bardzo rzadkie zjawisko w przypadku
bialek w warunkach statlego pH. Ponadto pomiary z uzyciem techniki UV-vis i CD
udowodnity, ze zmiany konformacyjne czasteczki transferyny zachodzace pod wptywem pola
magnetycznego nie uszkadzaly jej struktury. Transferyna zwigzana z powierzchnig
nanoczastki magnetycznej wcigz wykazywata wysoka aktywnos$¢ elektrochemiczna.

Ostatnig metaloproteing poddang analizie elektrochemicznej byta ferrytyna obecna,
podobnie jak Cp i Tf, w osoczu krwi. Biatko to, podobnie jak hemoglobina i transferyna,
zawiera jony zelaza, co uniemozliwia jego elektrochemiczne oznaczanie we krwi w obecnos$ci
tych biatek. W celu zapewniania wysokiej skuteczno$ci dziatania zaproponowanego czujnika
jego warstwe receptorowa wzbogacono o czasteczki przeciwciala selektywnie oddzialujacego
tylko z Ft. Konstrukcja immunosensora opierata si¢ na wykorzystaniu warstwy nanoczastek
magnetycznych  pokrytych  filmem karboksyfenylowym lub aminoetylofenylowym
otrzymanym w wyniku elektroredukcji odpowiednej soli diazoniowej. Modyfikacja
powierzchni elektrody filmem fenylowym pozwolita na kontrol¢ ulozenia unieruchamianych
czasteczek przeciwciata, a w konsekwencji na efektywno$¢ ich oddziatywania z ferrytyna
(antygenem). Zastosowanie nanoczgstek magnetycznych 1 zewngtrznego zrodta pola
magnetycznego podczas reakcji antygen—przeciwciato pozwolito na osiggniecie whasciwej dla
wymiany  elektronu  orientacji  ferrytyny, = umozliwiajacej jej  bezposrednia
woltamperometryczng  detekcje.  Przeprowadzone  badania  pokazaly, ze film
karboksyfenylowy jest zdecydowanie korzystniejszy w elektrochemicznej detekcji Ft
w porownaniu do warstwy aminoetylofenylowej, z uwagi na jako$¢ uzyskiwanych sygnatow
pradowych. Zaproponowany immunosensor pozwala na selektywne oznaczanie ferrytyny w
probee krwi. Wyniki uzyskane podczas tego etapu badan beda stanowily podstawe publikacji
naukowej.

Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej i1 uzyskane w trakcie studiow
doktoranckich opublikowane zostalty w pigeciu pracach naukowych w czasopismach
o charakterze mi¢gdzynarodowym (Acta Biomaterialia 1 x, Biosensors and Bioelectronics 1x,
Langmuir 1x, Sensors and Actuators B: Chemical 2x) oraz dwoch monografiach (,,Postgpy
Elektroanalizy” — rozdziat 21 oraz ,,Nowe Strategie w Analizie Elektrochemicznej” — rozdziat
1). Kolejna publikacja opisujaca wyniki bedace czescia niniejszej pracy badawczej znajduje
si¢ w ostatniej fazie przygotowan.



