Bezznacznikowe metody oznaczania laktoferyny z wykorzystaniem nowego selektywnego
bioreceptora opartego na DNA

Streszczenie

Laktoferyna jest wielofunkcyjnym biatkiem endogennym o wtasciwosciach immunomodulujacych. Jest
uwazana za kluczowy element system obronnego ze wzgledu na zdolno$¢ do odpowiadania na zmiany
fizjologiczne w organizmie gospodarza. Jej cechy strukturalne warunkuja wilasciwosci takie jak
utrzymywanie homeostazy jonow Fe3*, aktywno$¢ antymikrobiologiczna przeciwko réznorodnym
bakteriom i wirusom, oraz efekty przeciwzapalny i antynowotworowy. Laktoferyna odgrywa rowniez
role ochronng i naprawcza w stosunku do ludzkiego genomu. Biatko to jest zdolne do wiazania si¢
z DNA i w okre$lonych warunkach dziatania jak deoksyrybonukleaza (DNaza), aktywujac transkrypcje
i regulujac cykl komorkowy. Mimo to, w literaturze nie ma wystarczajgco wyczerpujacych danych
eksperymentalnych opisujacych mechanizm tejze interakcji, natomiast mozliwo$¢ wykorzystania DNA
jako potencjalnego bioreceptora laktoferyny nie zostata dotychczas podjeta w badaniach naukowych.
Niniejsza rozprawa doktorska poswiecona jest opracowaniu nowego bioreceptora typu DNA
do selektywnego oznaczania laktoferyny w probkach rzeczywistych za pomoca bezznacznikowych,
nieniszczacych dla bioreceptora technik, takich jak powierzchniowy rezonans plazmonow
i elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna. Praca sktada si¢ z dwoch gtdownych czesci: okreslenia
sekwencji DNA o najwyzszym powinowactwie do biatka docelowego oraz wykorzystania jej
do opracowania nowego bioczujnika impedancyjnego do ilo$§ciowych oznaczen laktoferyny w probkach
$liny ludzkie;.

W pierwszej czesci pracy doktorskiej, zaprezentowano i omowiono wyniki badan wykorzystujacych
metode powierzchniowego rezonansu plazmonéw do opracowania nowego bioreceptora typu DNA
wykazujacego wysokie powinowactwo i selektywno§¢ wzgledem laktoferyny. Celem byto zbadanie
powinowactwa réznych typow oligonukleotydow do biatka docelowego. Dalsze badania prowadzono
z uzyciem zhybrydyzowanej sekwencji 5 [TAGAGGATCAAA-AAALTAGAGGATCAAA3’
o dtugosci 72 par zasad azotowych, ktéra wykazywata najwigksze powinowactwo do laktoferyny.
Szczegotowa analiza interakcji laktoferyny z wybrang sekwencja DNA dostarczyla informacji
dotyczacych statych szybkosci i staltych réwnowagi interakcji. Analiza kinetyki oddziatywania
pozwolita na ustalenie stechiometrii oddziatywania wskazujac na typ jeden-do-jednego z wartosciami
statych kinetycznych, w tym odpowiednio statych szybkoéci asocjacji i dysocjacji Ka = (2.49 + 0.03)-10*
Mtstikyg=(1.89 +0.02)-10° s, oraz statych rownowagi asocjacji i dysocjacji — Ka (0.13 + 0.05)-108
M?1iKp=(7.61£0.18)-10° M. W zakresie temperatur od 291,15 do 305,15 K przeprowadzono badania
termodynamiczne w celu wyznaczenia 4AH°, 4S° and 4G° do charakterystyki van’t Hoffa. Ustalono,
ze tworzenie kompleksu laktoferyna-DNA ma charakter endotermiczny, napedzany zamiang entropi,
natomiast interakcja ma natur¢ hydrofobows. Selektywnos$¢ wybranej sekwencji DNA wzgledem
laktoferyny zostata potwierdzona wobec interferentow, dla ktorych odpowiedz stanowita mniej niz
3% referencyjnego sygnatu pochodzacego od laktoferyny.

Oligonukleotyd  dsDNA o  unikalnej  sekwencji HoN-(CH.)e-5’ [TAGAGGATCAAA-
AAA. TAGAGGATCAAA3’ zostal uzyty jako bioreceptor do opracowania impedancyjnego
bioczujnika laktoferyny. Orientacj¢ przestrzenng warstwy bioreceptorowej uzyskano unieruchamiajac
oligonukleotyd za pomoca grupy H2N- na koncu 5°. Opracowany bioczujnik zostat scharakteryzowany
metoda spekroskopii impedancyjnej z uzyciem modelu faradajowskiego i niefaradajowskiego,
za$ analiza danych eksperymentalnych umozliwita zaproponowanie elektrycznego modelu zastgpczego
opartego na modelu Randlesa. Warto$¢ elementu zastgpczego opisujgcego rezystancje transferu
elektrondow Rsr modelu faradajowskiego okazata si¢ by¢ zalezng od stgzenia laktoferyny.
Charakterystyke bioczujnika okreslono jako zalezno$¢ miedzy stosunkiem rezystancji R przed/po
interakcji bioreceptor-analit i stezeniem analitu. Opracowany bioczujnik impedancyjny wykazat liniowg
odpowiedz dla probek laboratoryjnych w zakresie stgzen laktoferyny do 625 nM, z granica



wykrywalnosci 1,25 nM 1 granicg oznaczalno$ci 2,5 nM, przy czuloéci dla zakresu liniowego
na poziomie . W kolejnych badaniach zastosowano opracowany bioczujnik do iloSciowego oznaczania
laktoferyny w probkach $liny Iudzkiej. Wyniki badan byly zgodne z wynikami uzyskanymi metoda
powierzchniowego rezonansu plazmonow z wykorzystaniem tego samego receptora typu DNA oraz
kolorymetrycznego testu immunologicznego. Zaproponowany impedancyjny bioczujnik laktoferyny
Z opracowanym bioreceptorem typu DNA odpowiada na narastajace zapotrzebowanie na szybkie, proste
i skuteczne metody analityczne do wykrywania immunomodulatoréw o potencjalnym zastosowaniu
w diagnostyce klinicznej.

Praca wpisuje si¢ w paradygmat inzynierii biomedycznej poprzez zaproponowanie nowatorskiej metody
opracowania bioreceptora opartego na DNA, a nastgpnie jego wykorzystania do wytworzenia czulego,
bezznacznikowego impedancyjnego bioczujnika laktoferyny, ktora jest analitem o znaczeniu
klinicznym. Badania dostarczyly nowej metodyki projektowania i opracowywania bioreceptorow
z wykorzystaniem powierzchniowego rezonansu plazmonow jako gléwnej techniki pozwalajacej
na analize oddzialywan migdzyczasteczkowych w czasie rzeczywistym. Szeroko omdwiono
ograniczenia i zalety badan metoda SPR, wynikiem ktorych byl wybor jednego oligonukleotydu DNA
o okreslonej sekwencji, jako najbardziej obiecujacego i specyficznego bioreceptora laktoferyny,
co potwierdzono w badaniu selektywnosci z udziatem interferentow. Ponadto poréwnanie wynikow
wlasnych wykazato przewagg opracowanego elementu bioreceptorowego opartego na DNA
nad elementami opartymi na przeciwciatach i biomimetycznymi. Realizacja badan zapewnia nowe
podejscie do projektowania specyficznych bioreceptoréw dla potrzeb metod bezznacznikowych i moze
zosta¢ wykorzystana w dalszych pracach nad rozwojem warstw bioczujnikowych dla duzych czasteczek
istotnych klinicznie, w szczegdlnosci biatek.
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