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Badania wybranych kompleksow porfiryn do zastosowania w roli znacznikow biatek

Intensywny rozwdj biosensorow 1 testOw powinowactwa, wykorzystujacych giéwnie na reak-
cje immunochemiczne, umozliwia oznaczenia wielu analitéw w probkach o ztozonych matrycach z
wysoka czutoscia i niskimi granicami detekcji. Ze wzgledu na fakt, iz samo oddzialywanie pomig-
dzy receptorem a analitem nie prowadzi zazwyczaj do powstania mierzalnego sygnalu analitycz-
nego ciagle poszukiwane sa nowe metody znakowania biatek, ktére pozwalaja taki sygnat uzyskac.
W tym celu wykorzystywane sa réznorodne zwiazki, ktére najczesciej poddawane sa kowalencyj-
nemu dowiazywaniu do czasteczek biatek. Najczesciej stosowanymi znacznikami sg enzymy oraz
réznorodne zwiazki redoks-aktywne lub wykazujace wtasciwosci fluorescencyjne. Nalezy podkre-
Sli¢, iz w wigkszoSci przypadkéw uzyty znacznik, ze wzgledu na swoje specyficzne wtasciwosci,
dedykowany jest oznaczaniu przy wykorzystaniu jednej konkretnej techniki analityczne;.

Ciekawym rozwiazaniem jest zastosowanie takich znacznikow, ktére moga generowaé dwa lub
wigcej rodzaje sygnatéw. Dzigki ich zastosowaniu znacznie maleje prawdopodobieristwo popetnie-
nia bledéw w wykonywanych oznaczeniach. Z tego powodu zaproponowane zostato zastosowanie
porfiryn i metaloporfiryn w roli znacznikéw bialek. Zwiazki tej grupy sa niezwykle obiecujace
w przypadku oznaczania biatek, ze wzgledu na mozliwo$¢ monitorowania ich obecnosci za po-
mocg réznych technik. Dzigki unikalnym wtasciwosciom spektroskopowym (metalo)porfiryn, jak
rowniez zdolnoSci do ulegania reakcjom redoks, moga by¢ one charakteryzowane zaréwno elek-
trochemicznie, jak i optycznie — przy uzyciu widm absorpcji i emisji fluorescencji. Niektére meta-

loporfiryny wykazuja dodatkowo wtasciwosci kataliltyczne. Mozliwo$¢ potwierdzenia uzyskanego



wyniku kilkoma technikami przy uzyciu tej samej niemodyfikowanej probki (konieczne moze by¢

jedynie jej rozcieficzenie) wptywa znaczaco na zwigkszenie wiarygodnoSci analizy.

Celem przedstawionej rozprawy doktorskiej byto sprawdzenie mozliwosci zastosowania (me-
talo)porpfiryn w roli hybrydowych znacznikéw biatek. W toku przeprowadzanych badan wybrano
takie pochodne porfirynowe, ktére moga by¢ wykryte i oznaczone przy uzyciu trzech technik detek-
cji: spektrofotometrii UV-Vis, spektrofluorymetrii oraz elektrochemii. Wyselekcjonowane zwiazki
spetniajace to kryterium byly nastgpnie badane pod katem ich potencjalnego zastosowania jako
znacznikow.

Przebadano duza grupe porfiryn, zaréwno wodnorozpuszczalnych jak i nierozpuszczalnych w
wodzie, zawierajacych w swojej strukturze rézne kationy metali i podstawniki pierScieni. Sposréd
badanych zwiazkéw 5,10,15,20-tetrafenyloporfiryna (Tpp) oraz jej pochodne zawierajace skom-
pleksowane kationy manganu(IIl) (Mn-tpp) oraz cyny(IV) (Sn-tpp) wybrane zostaty jako najbar-
dziej obiecujace znaczniki i poddane dalszym analizom.

W pierwszym etapie badan charakteryzowane byty wtasciwosci redoks wybranych (metalo)por-
firyn. Badania uwzglednialy wplyw ré6znorodnych parametrow na sygnaty elektrochemiczne. Spo-
Sréd analizowanych elektrod pracujacych wykonanych z r6znych materiatéw elektrodowych wy-
brano t¢ z wegla szklistego. Pod uwage wzigto réwniez Srodowisko analizy: rozpuszczalnik (di-
metylosulfotlenek wybrany zostat jako najbardziej odpowiedni) oraz elektrolit podstawowy. W za-
leznosci od przeciwjonu zawartego w stosowanych solach tetrabutyloamoniowych (poréwnywano
borany, bromki, jodki oraz nadchlorany), obserwowane byty réznice w charakterze otrzymywanych
sygnatow, jako ze jony te réznie oddzialuja z pierScieniami porfiryn lub kationami metali obecnymi
w strukturze metaloporfiryn.

W kolejnym etapie sprawdzano wptyw obecnoSci bialek - nasladujacych sktadniki warstwy
receptorowej lub czynniki blokujace powierzchni¢ wykorzystywane w konstrukcji biosensoréw -

na uzyskiwane sygnaty. W roli bialek modelowych zastosowano bydlgca albuming osocza (BSA),



albuming z jaja kurzego (CEA) oraz krélicza immunoglobuling G (IgG). Wptyw biatka oceniano na
podstawie przesunig¢¢ sygnatéw pradowych wzdtuz osi potencjatéw oraz zmian ich intensywnosci.
Réwnoczesdnie przeprowadzane byty badania wiasciwosci spektroskopowych wybranych zwiaz-
koéw (za pomoca spektrofotometrii UV-Vis oraz spektrofluorymetrii). Takze w tym przypadku
sprawdzano wptyw biatek na uzyskiwane widma, uwzgledniajac przesunigcia maksiméw absorpcji
i fluorescencji oraz zmiany w intensywnosci sygnatéw. Badania te pozwolity wybra¢ analitycznie
uzyteczne sygnaty porfiryn, ktére nie ulegaja zmianom na skutek oddzitywar porfiryny z biatkami.
Nastepnie porfiryny sprzegane byly z modelowymi biatkami - BSA oraz IgG. W tym celu zasto-
sowane zostaly pochodne Tpp zawierajace w swojej strukturze grupg karboksylowa, co pozwolito
na utworzenie wiazania peptydowego pomigdzy porfiryng a grupami aminowymi w taicuchach
bocznych biatka. Optymalizacji poddane zostaly r6znorodne parametry koniugacji, takie jak: za-
stosowany rozpuszczalnik, rodzaj i stezenie czynnika aktywujacego, czas aktywacji grupy karbok-
sylowej, czas reakcji koniugacji oraz stgzenie biatka. Powstanie koniugatéw porfiryna-biatko po-
twierdzane byto z zastosowaniem elektroforezy zelowej oraz chromatografii wykluczenia.
Zwienczenie badan stanowito skonstruowanie modelowego immunotestu wykorzystujacego prze-
ciwciala znakowane porfiryna. W tym celu zastosowano techniki optyczne, jako ze okazaty si¢ one
umozliwia¢ oznaczenie porfiryn z nizszymi granicami oznaczalnoSci oraz szerszym zakresem li-
niowej odpowiedzi niz techniki pradowe. Analizy przeprowadzono przy uzyciu ptytek wielodotko-
wych o powierzchni pokrytej kréliczymi anty-IgG. IgG wyznakowane przy uzyciu Tpp dowiazy-
wane byly nastgpnie do powierzchni warstwy receptorowej poprzez oddzialywanie powinowactwa.
Czasteczki porfirynowego znacznika oznaczano z zastosowaniem spektrofoto- oraz spektrofluory-
metrii. Skonstruowane zostaly testy o kompetycyjnym i niekompetycyjnym trybie detekcji.
Ponadto, skonstruowano modelowy immunotest z zastosowaniem przeciwcial znakowanych
Mn-tpp. Potwierdzono zaré6wno mozliwo$¢ bezposredniego optycznego oznaczenia porfiryny na
podstawie pasma Soreta, jak réwniez detekcji poSredniej z wykorzystaniem wiasciwosci katali-

tycznych porfiryny manganowej. W drugim przypadku oznaczano barwne produkty reakcji katali-



zowanej przez Mn-tpp. Wybrano réwniez optymalne substraty oraz warunki dla reakcji katalitycz-
nej. Uzyskane wyniki dowiodly, iz wybrane porfiryny moga by¢ z powodzeniem dowiazywane do

biatek 1 wykorzystywane w roli ich znacznikéw w testach i sensorach powinowactwa.
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DOCTORAL THESIS SUMMARY

Studies on the application of selected porphyrins’ complexes in the role of proteins’ labels

Detection of biomolecules plays currently a crucial role in a number of clinical and bioche-
mical analyzes. The elaboration of methods enabling biomolecules’ determination is also relevant
in numerous applications in analytical chemistry, e.g. in immunoassays and protein-based affinity
biosensors. The methods of proteins labeling which could allow for the generation of sufficiently
large analytical signals are still being sought. The considerable diversity of labels demonstrates
how great is the need to develop adequately sensitive and stable labels for molecules of biologi-
cal origin. Nowadays, a wide variety of labeling compounds is employed - mainly enzymes and
fluorescent or redox labels. However, in most of the cases, the label molecule, due to its specific
properties, is dedicated for determination using one particular analytical technique.

For this reason, the application of selected porphyrins and metalloporphyrins in the role of
proteins’ labels was proposed. Their unique spectroscopic properties as well as the capacity to un-
dergo redox reactions allows them to be characterized based on both the optical mode of detection
(fluorescence and absorption spectra) and also determined using electrochemical techniques. The
catalytic properties of some metalloporphyrins may be used as well. Such approach employing
various detection techniques leads to the apparent improvement of the analysis reliability. The ob-
tained analytical result may be easily confirmed with another detection technique using the same

sample with porphyrin labels - the only necessary step would be the dilution of the sample.

The Ph.D. thesis aimed to verify the feasibility of applying (metallo)porphyrins as hybrid la-

bels for proteins. The research was focused on the characterization of various porphyrin derivatives
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using UV-Vis spectrophotometry, spectrofluorimetry and electrochemistry, followed by the selec-
tion of these compounds which may be detected on the basis of these three detection techniques.

A wide group of porphyrin compounds, both water-soluble and insoluble, containing various
metal cations and ring substituents was examined. As a result, 5,10,15,20-tetraphenylporphyrin
(Tpp) and its derivatives containing complexed manganese(I1l) and tin(IV) cations were chosen as
they proved to meet the required criteria.

First, in the framework of electrochemical studies a variety of parameters that may affect the
nature of the generated signals was optimized. The examination of different materials of working
electrode led to the selection of glassy carbon electrode. Considering various analysis conditions
dimethyl sulfoxide was chosen as the most appropriate solvent. The selection of supporting elec-
trolyte was also taken into account employing tetrabutylammonium salts with different counterions
(i.e. borate, bromide, iodide and perchlorate), since it is well known that various ions may interact
with porphyrin rings or metal cations contained in metalloporphyrin structures. Simultaneously, the
studies were carried out using spectroscopic techniques - spectrophotometry UV-Vis and spectro-
fluorimetry.

For selected porphyrins’ derivatives the efforts to examine the protein’s impact on the derived
signals were also undertaken. The considered proteins mimicked the receptors or surface blocking
agent used in the construction of bioassays. In the role of model biomolecules bovine serum al-
bumin (BSA), chicken egg albumin (CEA) and immunoglobulin G (IgG) were employed. In the
case of electrochemical measurements, the attention was paid to shifts of received signals along
the potential axis and changes in the signals’ intensities. Similar observations were made for the
proteins’ influence on the absorption and fluorescence spectra of (metallo)porphyrins. These fin-
dings allowed for the selection of those porphyrins’ signals which are not affected by the proteins’
presence and therefore are analytically useful.

Second, the conjugation of selected porphyrins to model proteins - BSA and IgG was conducted.

To this end, Tpp derivatives containing carboxyl groups in their rings were used, which allowed for
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the formation of peptide bond between porphyrin and proteins’ side chains of aminoacids. Various
conjugation parameters, including: applied solvent, type of activating agent and its concentration,
time of carboxyl group activation, time of conjugation or concentration of protein were tested. The
formation of conjugates was subsequently confirmed using gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
size-exclusion chromatography (SEC).

Next, the conjugates with IgG were used for construction of model immunoassay with porphyrin-
labeled antibodies. For this purpose the optical mode of detection was used, as it proved to ensure
lower limits of detection and wider range of linear responses than electrochemical techniques. The
analysis were conducted using the multi-well plates coated with anti-IgG. The IgG molecules were
labeled with Tpp and after binding with the receptor layer of immobilized antibodies detected by
spectrophotometric and spectrofluorimetric detection. The assay was constructed using both non-
competitive and competitive format.

Finally, the immunoassay with Mn-tpp label was constructed. In this case, the porphyrin label
was determined either directly - on the basis of the Soret band or indirectly - using catalytic proper-
ties of manganese porphyrin. The optimal substrates and conditions of the catalytic reaction were
also established. The results reveal that selected porphyrins are capable of use as proteins’ label, as
they were proved to be successfully determined after conjugation with antibodies in model optical

immunoassay.
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OPINIA 0 PRACY DOKTORSKIEJ MGR INZ. KAMILI KONOPINSKIEJ

W rozprawie doktorskiej pt. ,,Badania wybranych kompleksow porfiryn do zastosowania w
roli znacznikéw biatek” sprawdzone zostaly mozliwosci uzycia (metalo)porfiryn do znakowania
bialek oraz przedstawione zostaly wyniki badan dotyczacych charakterystyki i zastosowania
uzyskanych koniugatow porfiryna-biatko.

W ramach niniejszej rozprawy Doktorantka na podstawie przeprowadzonych badan wybrata
takie pochodne porfirynowe, ktore moga by¢ wykryte i oznaczone przy uzyciu trzech technik
detekcji: spektrofotometrii UV-Vis, spektrofluorymetrii oraz woltamperometrii. Wyselekcjonowane
zwigzki spetniajace to kryterium zostaly nastgpnie zbadane pod katem ich potencjalnego
zastosowania jako znacznikow. Autorka przebadata duza grup¢ porfiryn, zaréwno
wodnorozpuszczalnych jak i1 nierozpuszczalnych w wodzie, zawierajacych w swojej strukturze
rézne kationy metali 1 podstawniki pierscieni.

Mgr inz. Kamila Konopinska scharakteryzowala wlasciwosci redoks wybranych
(metalo)porfiryn, uwzgledniajagc wptyw roéznorodnych parametréw (material elektrody pracujacej,
rozpuszczalnik, elektrolit podstawowy) na sygnaly elektrochemiczne. Istotng czg$¢ badan Autorki
stanowilo sprawdzenie wptywu obecnosci biatek — nasladujacych skladniki warstwy receptorowe;j
lub czynniki blokujace powierzchni¢ wykorzystywane w konstrukcji biosensoréw — na uzyskiwane
sygnaty. Réwnoczesnie mgr inz. Kamila Konopinska przeprowadzila badania wtasciwosci
spektroskopowych  wybranych zwigzkow (za pomoca spektrofotometrii UV-Vis oraz
spektrofluorymetrii). Takze w tym przypadku sprawdzala wplyw biatek na uzyskiwane widma.
Badania te pozwolity Autorce wybra¢ analitycznie uzyteczne sygnaty porfiryn, ktére nie ulegaja
zmianom na skutek oddziatywan porfiryny z biatkami.

Doktorantka sprzegala wyselekcjonowane porfiryny z modelowymi biatkami - BSA oraz
IgG, a takze przeprowadzila charakteryzacj¢ koniugatow przy zastosowaniu odpowiednio

dobranych technik.



Zwienczenie badan stanowito skonstruowanie przez Autorke modelowego immunotestu
wykorzystujagcego  przeciwciala znakowane porfirynami —  karboksylowana pochodna
tetrafenyloporfiryny oraz jej kompleksem zawierajagcym kation manganu(Ill). Mgr inz. Kamila
Konopinska potwierdzita zar6wno mozliwo$¢ bezposredniego optycznego oznaczenia porfiryny na
podstawie pasma Soreta i1 spektrofluorymetrii, jak rowniez detekcji posredniej z wykorzystaniem
wlasciwosci katalitycznych porfiryny manganowej. Uzyskane przez Autorke wyniki dowiodty, iz
wybrane porfiryny moga by¢ z powodzeniem dowigzywane do biatek i wykorzystywane w roli ich
znacznikow w testach i sensorach powinowactwa.

Podjeta przez Autorke tematyka badawcza jest aktualna i doskonale wpisuje si¢ w obecny
nurt rozwoju chemii bioanalitycznej. Biosensory oraz biotesty sg dzi§ powszechnie uzywanymi
narzedziami umozliwiajagcymi analize¢ srodowiskowa, przemystowa, a przede wszystkim kliniczna.
Badania Doktorantki przyczyniaja si¢ do rozwoju metod znakowania zwiazkoéw pochodzenia
biologicznego 1 stanowia silng konkurencj¢ dla powszechnie stosowanych znacznikdéw
enzymatycznych oraz radioizotopow.

Ponadto, Doktorantka proponuje zastosowanie porfiryn jako znacznikow hybrydowych,
ktére umozliwiajg uzycie sensora w uktadach z wigcej niz jedng technika detekcji. Takie podejscie
przyczynia si¢ do zwigkszenia wiarygodnosci wykonywanej analizy oraz, jak wykazata Autorka, do
znacznego poszerzenia catkowitego zakresu prostoliniowej odpowiedzi testu.

Zaproponowany przez Doktorantke uktad pracy jest przejrzysty i logiczny, za$ przytoczona
literatura naukowa zostata dobrze dobrana do zilustrowania poruszanych zagadnien. Przedtozona
praca wskazuje na umiej¢tnos$¢ syntetycznego 1 krytycznego spojrzenia Doktorantki na problemy
poruszane w literaturze oraz potwierdza, iz mgr inz. Kamila Konopinska jest dojrzalg
eksperymentatorky, potrafiagca nie tylko zaplanowa¢ do$wiadczenie, ale takze wlasciwie
zinterpretowa¢ otrzymane wyniki.

W mojej opinii przedlozona praca stanowi zamknieta catos¢ 1 spetnia wszystkie wymogi
formalne okreslone w aktualnie obowigzujacych aktach prawnych oraz kryteria zwyczajowe
stawiane rozprawom doktorskim na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Wnosz¢ o

dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



