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do rozprawy doktorskiej zatytulowanej: ,,Electrochemiéal detection of psychoactive
substances based on DNA intercalation” (Elektrochemiczna detekcja wybranych substancji
psychoaktywnych oparta na interkalacji do DNA)

Nowoczesna diagnostyka medyczna czesciowo oparta jest na szybkich testach
i miniaturowych uktadach analitycznych przeznaczonych do pomiaréw w miejscu pobrania
probki (ang. point-of-care systems — POCS, point-of-care tests POCT), ktére moga byé
stosowane poza specjalistycznymi laboratoriami klinicznymi. Glowng zaleta takich
zaawansowanych rozwiazan jest skrocenie czasu uzyskanié wyniku pomiaru, a tym samym
skrécenie czasu diagnozy i decyzji lekarza dotyczacej sposobu leczenia oraz zmniejszenie -
objgtosci pobranej probki i1 odeczynnikéw uzywanych do analizy. Kluczowym elementem
takich ukladdéw sa detektory i czujniki (Bio)chemiczne, ktére w bardzo duzym stopniu
wplywaja na parametry analityczne, m.in. takie jak: czulo$é, granica wykrywalnosci

i oznaczalnosci oraz selektywnoscé.

Zaréwno chloropromazyna jak 1 imipramina sg stosunkowo czesto stosowanymi lekami
w terapii choréb i zaburzen psychicznych. W przypadku obu lekéw jednym ze skutkéw
ubocznych ich stosowania jest obnizenie zdolnosci psychomotorycznych. Obecnie wystepuje
duze zapotrzebowanie na szybkie testy na obecno$¢ wspomnianych substancji, na przykléd
we krwi. Zapotrzebowanie to wynika, nie tylko, z potrzeb klinicznych ale rowniez jest ono
szczegdlnie wazne z przyczyn spotecznych m.in. w przypadku kontroli oséb obshigujacych

pojazdy i urzadzenia mechaniczne.

Celem rozprawy doktorskiej bylo opracowanie selektywnej elektrochemicznej metody
oznaczen wybranych substaﬁcji psychoaktywnych: chloropromazyny - leku z grupy
fenotiazyn oraz imipraminy - leku z grupy trojeyklicznych lekéw przeciwdepresyjnych (ang.
tricyclic antidepressants, TCA) opartej na czujnikach elektrochemiczhych,

7g Wzglﬁdu na speéyﬁcznq budoweg czasteczek ww. substancji psychoaktywnych
- skladajacych sie ze skondensowanych pierscieni aromatycznych oraz wiasciwosci redoks
tych zwiazkéw, zdecydowano si¢ na ukierunkowanie badan na opracowanie bioczujnika
opartego na DNA. Gléwnym oddzialywaniem, ktére zostalo wykorzystane w bioczujniku

byla interkalacja — czyli zjawisko wsuwania czgsteczek zwiazkow postadajacych w swej



budowic uklad trzech skondensowanych pierscieni pomiedzy sparowane zasady azotowe
w czasteczee DNA.

Znane sg i szeroko opisane w literaturze metody instrumentalne identyfikacji 1 oznaczania
zaréwno imipraminy jak chioropromazyny, takie jak: wysokosprawna chromatografia
cieczowa z roznymi ukladami detekeji, spektrofotometria, elektroforeza kapilarna. Wszystkie
wymienione metody wymagaja jednak specjalistycznej i nierzadko drogiej aparatury.
W metodach elektrochemicznego oznaczania wymienionych substancji psychoaktywnych
najczedcie] wzywane sa elektrody pracujace wykonane z: wegla, wegla szklistego, z pasty
grafitowe] badz weglowej, czy wiclosciennych nanorurek weglowych. Selektywnosé
oznaczef anlitéw otrzymuje si¢ poprzez modyfikowanie powierzchni elektrod za pomoca
polimeréw przewodzacych, cyklodekstryn lub DNA. Jednak zgodnie z aktualnym stanem
wiedzy nie sa znane czujniki wykonane z pasty zlotej modyfikowane DNA do selektywnych
oznaczen imipraminy i chloropromazyny w ztozonych prébkach.

Stan wiedzy w =zakresie detekcji wybranych lekéw psychotropowych oraz ich
oddziatywania z podwdjng helisa DNA unieruchomiona na powierzchni czujnikéw zlotych
pozwala na sformulowanie nastepujacych tez rozprawy doktorskiej:

1. Mozliwe jest zastosowanie czujnikéw elektrochemicznych wykonanych z wykorzystaniem
technologii drukowania bezposredniego do detekeji hybrydyzacji DNA.

2. Mozliwe jest selektywne oznaczanie wybranych substancji psychoaktywnych, np. lekow _

Z grupy .fenotiazyn i/lub tréjeyklicznych antydepresyjnych z wykorzystaniem zjawiska

interkalacji czasteczek wymicnionych substancji do DNA.

Dobér materialu elektrody pracujacej

W celu doboru odpowiedniego materiatu elektrody pracujacej, na powierzchni ktérego
mozliwe bylyby oznaczenia wybranych substancji psychoaktywnych oraz unieruchomienie
oligonukleotyddw, jako bioreceptorow zapewniajacych selektywnosé tych oznaczen, w
pierwszym etapie przeprowadzono badania oznaczen zasad azotowych wchodzacych w sklad
tancucha DNA: adeniny, guaniny, tyminy i cytozyny. Strukture tréjelektrodowych czujnikow
elektrochemicznych opracowano i wytworzono wIBIB PAN metoda drukowania
bezposredniego [1] i sit_odruku na podlozach z folii poliestrowej z wykorzystaniem réznego
rodzaju past: weglowej, grafitowej i zlotej, z ktérych wykonano elekirody pracujace.
Poniewaz elektrody wykonane z wykorzyétaniem pasty zlotej umozliwialy zastosowanie

stosunkowo prostej metody unieruchamiania tiolowanych czasteczek oligonukleotyddw na jej



powierzchni, do dalszych badan wybrano czujniki z elektrodami pracujacymi z pasty zlotej
wykonanymi metodg drukowania bezposredniego. Ponadto w przypadku elektrod
wykonanych z wykorzystaniem pasty zlotej byly mozliwe oznaczenia wszystkich czterech
zasad azotowych, uzyskano w ten sposdb mozliwo$¢ oceny sposobu unieruchamiania

oligonukleotydéw na powierzchni elektrod.

Otrzymano nastgpujace granice wykrywalnosci oraz czulosci dla oznaczen zasad

azotowych z wykorzystaniem czujnikéw ztotych:
« dla adeniny otrzymano granice wykrywalnosei LOD — 7,4:107 M z czuloscig 26,0 nA/uM,

o dla dwoch pikéw guaniny otrzymano granice wykrywalnosci: LOD — 1,3-10% M i
2,6'10"° M z odpowiednimi czutosciami 3,0 nA/uM i 1,6 nA/uM,

e dla cytozyny otrzymano granice wykrywalnosci LOD — 63107 M z czuloscia
39.8 nA/LM,

e dla otrzymanych dwoch pikow utleniania tyminy wyznaczono granice wykrywalnosci

LOD -1,310°Mand 6,4' 10" M z odpowiednimi czulosciami 11,5 nA/uM i 34,1 nA/pM.
Badania niodyfikacji powierzchni elektrod zlotych

Kolejny etap badan stanowity eksperymenty zwigzane z modyfikacja powierzchni elektrod
zlotych - unieruchamianiem tiolowanych oligonukleotydéw oraz ich hybrydyzacja z nié¢mi
komplementarnymi. Oceny poprawnosci = przeprowadzonych modyfikacji powierzchni

dokonano z wykorzystaniem czterech metod.

(1) Pierwsza byla metoda elektrochemiczna ‘przy uzyciu aktywnego elektrochemicznie
ukladu 50 mM (K4[Fe(CN)s]J/Ks[Fe(CN)]) w 0,1 M KCl. Pomiary zostaly wykonane
przy uzyciu niemodyfikowanych elektrod ziotych, elektrod ztotych z unieruchomiong
jedna nicia DNA oraz z podwojna nicia DNA. Po kazdym wymienionym etapie
modyfikacji pik utleniania 50 mM (Ka[Fe(CN)6)/Ks[Fe(CN)s])  w 0,1 MKCI
systematycznie si¢ zmniejszal. Otrzymane wyniki pozwolily na dobranie optymalnych
warunkéw unieruchamiania zwigzkow tiolowanych na powierzchni elektrod Ziotych.
Najbardziej odpowiednie  okazalo sie  przeprowadzenie  unieruchamiania
oligonukleotydéw przez 18 godzin w temperaturze 25°C.

(2) Kolejna metodg badania powierzchni elekirod byla takze metoda elektrochemiczna,
ktéra polegala na bezposrednim utienianiu pojedynczych nici oligonukleotydéw

{(ssDNA) oraz nici podwojnych (dsDNA) po przeprowadzeniu hybrydyzacji. W tym



przypadku, elektrochemicznie aktywne niesparowane zasady azotowe mogg by¢
elektrochemicznie utlenione bezposrednio na elektrodzie [2, 3]. Pozytywne rezultaty
hybrydyzacji uzyskano, | gdy pik utleniania pochodzacy od zasad azotowych,
wchodzacych w skiad podwdjnej nici (dSDNA) znacznie si¢ zmniejszat w stosunku do
piku otrzymanego dla zasad azotowych pojedynczej nici (ssDNA). Tym samym zostata
dowiedziona pierwsza teza pracy.

(3) Badania p()wierzbhni zmodyfikowanych elektrod z pasty zlotej wykonano takze
z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni z transformacja Fouriera (FTIR).
Na widmach  absorpeyjnych  widoczne sa  -wyraznie trzy grupy pasm
charakterystycznych dla drgan wigzan cukréw, w tym przypadku deoksyrybozy, grup
fosforanowych oraz zasé.d azotowych (puryn i pirymidyn).

(4) Natomiast jako metod¢ dodatkowa, I.)otwierdzajaccaC poprawne przeprowadzenic
wszystkich etapow modyfikacji powierzchni, wykorzystano spektroskopie UV--Vis
zsonda  odbiciowa, =zapomoca ktorej badano  powierzchnie  elektrod
z unieruchomionymi  oligonukleotydami poddanymi oddzialywaniu =z biekitem
metylenowym, ktory jest zwiazkiem fluorescencyjnym, nalezacym réwniez do
interkalator(')w DNA. Dia zinterkalowanego bigkitu metylenowego otrzymano wyrazny

pik absorpcji przy diugosci fali 660 nm.

Zaréwno spektroskopia FTIR jak i UV-Vis potwierdzily obecnos$é oligonukleotydéw na
powierzchni  elektrod ztotych podobnie jak potwierdzily - takze interkalacje blekitu

metylenowego do podwojnej nici DNA unieruchomionej na powierzchni elekirody zlotej.
Selektywna detekecja wybranych substancji psychoaktywnych

Badania elektrochemiczne wytworzonych bioczujnikdéw z DNA o réznej sekwencji
nukleotydow: mono—(AT),, moﬁo—(CG)gl i mieszanej—(ATGC)y; oraz  czujnikow
z elektrodami ztotymi niemodyfikowanymi wykonano z wykorzystaniem dwoch metod:
roznicowej woltamperometrii impulsowej (DPV) i woltamperometrii liniowej (LSV). Badania
selektywnoéci opracowanych czujnikéw wykonano po inkubacji czujnikow w roztworach
zawierajacych oprocz chloropromazyny i imipraminy takze substancje interferujace — kwas
askorbinowy i paracetamol. W zaproponowanej metodzie kluczowym etapem jest inkubacja
bioczujnika w badanej prébee, po ktorej nastgpuje odmywanie roztworu probki
i wykonanie pomiaréw elektrochemicznych w roztworze pomiarowym - buforze

fosforanowym o pH 7.5. Dzigki temu uzyskany sygnal analityczny pochodzi wylacznie od



substancji oddzialujacych z niémi DNA, unjeruchomionymi na powierzchni elektrody. W ten
sposob uzyskuje si¢ réwniez zatgzanie substancji OZnaczanej {(analitu) na powierzchni
elektrody. Selektywne oznaczenia wybranych substancji psychoaktywnych (chloropromazyny
1 imipraminy) otrzymano tylko w przypadku bioczujnikow z elektrodami z pasty zlotej
7 poprawnie uformowanymi warstwami samoorganizujacymi (SAM ang. self~assembling
monolayer), zawierajacymi czasteczki o mono-sekwencji (CG)y; i sekwencji mieszane;
(ATGC)a1. W przypadku mono-sekwencji (CG)y; otrzymany sygnat jest 3,6 razy mnicjszy niz
dia mieszanej sekwencji (ATGC),;, podezas gdy dla mono-sekwencji (AT),; w ogole nie
uzyskano pikéw utleniania zaréwno imipraminy jak i chloropromazyny, Czujniki z
elektrodami niemodyfikowanymi byly malo selektywne w stosunku do wspomnianych
substancji interferujacych. Za pomocg opracowanych bioczumnikow z unieruchomiong
sekwencja mieszang (ATCG);; przy zastosowaniu DPV jako metody pomiarowej mozna
oznacza¢ imipraming z bardzﬁ wysoky czuloscig 3,44 pA/pM oraz chloropromazyng z
czuloscia 0,06 pA/pM. Stosujac impulsowa woltamperometrie réznicowa otrzymano
wyrazne i dobrze rozdzielone piki utleniania chloropromazyny i imipraminy przy
potencjalach odpowiednio +0,55 V i +0,74 V, podczas gdy przy =zastosowaniu -
woltamperometrii  liniowej widoczny jest jedynie pik utleniania chloropromazyny
{ca +0,66 V). W przypadku pacjentéow  nichospitalizowanych,  przyjmujacych
chloropromazyne lub imipraniinq srednie stgzenie chloropromazyny we krwi wynosi
(7,2 *+ 14,4)10° M, natomiast imipraminy — (1,9 + 4,7):10" M. Nalezy zatem podkresli¢, ze
granice wykrywalnosci dla chloropromazyny i imipraminy wyznaczone dla pomiaréw
DPV, sa wartodciami poniZzej wartosci stezenn uzytecznych diagnostycznie i wynosza
odpowiednio 0,06 pM dla imipraminy (wspétczynnik korelacji liniowej — 0,999) [4] oraz
0,42 pM dla chlorpromazyny (wspotczynnik korelacji liniowej — 0,99) [5]. Uzyskane
granice wykrywalnosci dla obu substancji s nizsze niz ich stezenia we krwi lub plazmie krwi
wynikajgce z minimalnych dziennych, dawek terapeutycznych przyjmowanych przez
pacjentow.

Pomiary przeprowadzone w rozcieficzonym osoczu bydlgeym potwierdzity mozliwosé
oznaczania zaréwno chloropromazyny jak i imipraminy w materiale biologicznym jakim jest

0s0CZe.
Podsumowanie

Podsumowujac, opracowano bioczujniki DNA do selektywnego oznaczania dwéch

substancji psychoaktywnych — chloropromazyny i imipraminy .odpowiednjo Z -grupy
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fenotiazyn i trdjcyklicznych lekéw przeciwdepresyjnych, zaréwno w roztworach wodnych jak
i materiale biologicznym. Zaprojektowane i wykonane bioczujniki sa jednorazowego uzytku,
stosunkowo tanie i dzigki zastosowane] prostej procedurze pomiarowej — latwe w obstudze.
Tym samym zostata dowiedziona druga teza pracy. Bioczujniki z unieruchomiong sekwencja
mieszana (ATCG),; przy zastosowaniu DPV charakteryzuja si¢ wysoka czulocia zaréwno
w przypadku oznaczen imipraminy - 3,44 pA/uM jak i chloropromazyny - 0,06 pA/pM.
Uzyskane granice wykrywalnosci dla obu substancji sa ponizej warto$ci stezen uzytecznych
diagnostycznie i nizsze niz ich st¢zenia we krwi lub plaimie krwi wynikajace z minimalnych
dziennych dawek terapeutycznych przyjmowanych przez pacjentow. W przysztosci moga one
postuzy¢ do opracowania szybkiego testu na obecnodé subétancji psychoaktywnych —

chloropromazyny i/lub imipraminy w ptynach ustrojowych, szczegdlnie we krwi.
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