Streszczenie

Rozprawa doktorska po$wigcona zostala problematyce zmodyfikowanych uktadow G-
kwadrupleks/hemina jako nowych DNAzyméw o aktywnosci peroksydazowej. Poniewaz
niezmodyfikowane DNAzymy wykazujg nizsza aktywno$¢ katalityczng niz zwyczajowo uzywana w
diagnostyce medycznej peroksydaza chrzanowa (HRP), wciaz poszukuje sie nowych strategii
modyfikacji tych katalizatorow w celu poprawienia ich zdolnosci katalitycznych. Przedstawione w
pracy badania skupiajg si¢ na dwoch rodzajach modyfikacji tych uktadow. Jedng ze strategii byto
kowalencyjne przylaczenie heminy do oligonukleotydu, ktére mialo na celu zniwelowanie sygnatu
analitycznego pochodzacego od proby referencyjnej w potencjalnych biosensorach opartych na
DNAzymach, poniewaz w przypadku nieckowalencyjnych uktadéw obecna w tej probie jest hemina,
ktora posiada niewielka aktywno$¢ peroksydazowg zwickszajac sygnat tta. Modyfikacja ta miata
rowniez na celu zwigkszenie stabilno$ci temperaturowej DNAzymu oraz poprawe sily oddzialywan
miedzy heming a G-kwadrupleksem, a co za tym idzie réwniez zwigkszenie aktywnosci
peroksydazowej. Drugim typem modyfikacji bylo przytaczenie do oligonukleotydu kropki kwantowej
jako generatora reaktywnych form tlenu. Modyfikacja ta miata na celu uniknigcie dodatku nadtlenku
wodoru do medium reakcyjnego oraz mozliwo$¢ przeprowadzenia reakcji indukowanej $wiatlem
wobec odpowiednich substratow organicznych.

Kowalencyjne przytaczenie heminy przeprowadzona na trzech sekwencjach (PS2.M, CatG4 i
HT22) w réznych wariantach dtugos$ci tacznika oraz pozycji przytaczenia heminy do oligonukleotydu
(koniec 5°, 3* oraz wewnatrz petli G-kwadrupleksu). Modyfikacji wigkszosci badanych koniugatow
dokonano z wykorzystaniem bezmiedziowej reakcji chemii ,click”. Otrzymane produkty
scharakteryzowano metodami spektroskopowymi (UV-Vis, spektroskopia CD) w celu okreslenia
topologii stabilnosci temperaturowej G-kwadruplekséw oraz wyznaczenie statej dysocjacji (pKa)
czasteczki wody skoordynowanej w pozycji aksjalnej heminy. Przeprowadzono reakcje peroksydacji z
wykorzystaniem otrzymanych katalizatorow wobec trzech substratow (ABTS, Amplex Red i
MNBDH) w celu okreslenia ich aktywno$ci katalitycznej oraz selektywnosci wobec badanych
indykatorow. Przeprowadzone badania pozwolily na oceng wplywu dlugosci tacznika oraz pozycji
przylaczenia na strukture 1 aktywno$¢ katalityczng DNAzymu.

Przylaczenie oligonukleotydu do powierzchni kropki kwantowej przeprowadzona zostata z
wykorzystaniem reakcji amidowania migdzy kropka kwantowa sfunkcjonalizowang grupami
karboksylowymi (CdTe@COOH) oraz oligonukleotydem zmodyfikowanymgrupa heksyloaminowa
(CatG4-NH2) z uzyciem EDC i NHS jako odczynnikow sprzegajacych. Otrzymane produkty
scharakteryzowano transmisyjng mikroskopig elektronowa, elektroforeza agarozowa oraz metodami
spektroskopowymi (UV-Vis, CD, fluorescencja, DLS) oraz zbadano wiasciwos$ci katalityczne w
reakcji oksydacji z udziatem generowanych reaktywnych form tlenu przez kropke kwantowa wobec
substratow Amplex Red i1 ABTS. Przeprowadzone badania pozwolity na oceng¢ wpltywu
kowalencyjnego przytaczenia DNA do QD na aktywnos$¢ oksydacyjng uktadu QD-DNAzym oraz
zbadanie mozliwosci przeprowadzenia reakcji oksydacji kontrolowanej §wiattem.



