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Na sednici Nastavno-nau¢nog ve¢a Hemijskog fakulteta, odrzanoj 10.04.2014. godine,
odredeni smo u Komisiju za ocenu nau¢ne zasnovanosti teme doktorske disertacije (koja je
prema ¢lanu 17 Pravilnika o doktorskim studijama i Komisija za ocenu i odbranu doktorske

disertacije) Milice Senti¢, master hemicara, prijavljene pod naslovom:

»’Elektrogenerisana hemiluminiscencija: ispitivanje mehanizma i njena primena u
bioanalitici”’

Posto smo podnetu disertaciju pregledali, podnosimo sledeci

IZVESTAJ

PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija Milice Senti¢, pod naslovom ”’Elektrogenerisana
hemiluminiscencija:ispitivanje mehanizma i njena primena u bioanalitici”, napisana je na
123 strane i sadrzi 59 slika, 67 jednacina (izraza), 6 shema, 2 tabele i 179 literaturnih navoda.
Teza sadrzi sledeca poglavlja: 1. Uvod, 2. Opsti deo, 3. Rezultati i diskusija, 4.
Eksperimentalni deo, 5. Zakljucak, 6. Predlog za nastavak istrazivanja, 7. Literatura. Pored
navedenog, disertacija sadrzi: Sadrzaj , Listu skracenica i Biografiju kandidata.

U Opstem delu opisani su principi dobijanja elektrogenerisane hemiluminiscencije
(eng. electrogenerated chemiluminiscence - ECL). Dva razli¢ita mehanizma za generisanje
ECL-a (anihilacija i ECL pomodu koreaktanata su objasnjeni do detalja. Najcesc¢e koriscene
ECL luminofore, bazirane na kompleksima rutenijuma, kao 1 sve vrste korektanata, su takode
opisane. Na kraju su ukratko prikazane glavne primene elektrohemijske luminiscencije.

U Nasim radovima kandidat opisuje rezultate svojih istraZivanja u tri celine. U prvom
delu studija proucavani su ECL mehanizmi zastupljeni u imunotestovima U kojima su

platforme za ECL detekciju bazirane na Cesticama mikrometarskih dimenzija. Ispitan je



uc¢inak razlicittih ECL mehanizama na ukupan intenzitet emitovanog ECL signala.
Spektroelektrohemija i ECL snimanje su kombinovani za posmatranje generisanja ECL na
nivou jedne mikrosfere, funkcionalizovane kompleksom rutenijuma sa dva koreaktanta,
pomocu prostornog mapiranja ECL reaktivnosti. Ovaj novi pristup snimanja ECL signala
pruza uvid u ECL mehanisticke puteve koji omogucavaju izuzetno visoku osetljivost
komercijalizovanim biotestovima baziranim na koris¢enju mikrosfera/mikroperli.

Drugi deo istrazivanja obuhvata razvoj nasumi¢no uredenih nanoelektrodnih grupa od
zlata (eng. nanoelectrode ensembles - NEES) za primenu u bioelektroanalitickoj hemiji.
Elektrohemijske osobine koje ¢ine NEEs veoma korisnim u razvoju hemijskih nanosenzora
ogledaju se u dramaticnom smanjenju kondenzatorske struje (koje predstavljaju glavnu
komponentu pozadinskog signala koje se neminovno javlja pri voltametrijskim merenjima)
omogucéavajuéi na taj nacin Visoku osetljivost analitickog odredivanja. Ispitana je primena
NEEs od zlata kao platforme za razvijanje nanoimunosenzora uz generisanje ECL signala na

niskom oksidacionom potencijalu za dijagnostiku celijakije (eng. coeliac disease CD).

U tre¢em delu istrazivanja kandidat se bavio primenom bipolarne elektrohemije za
efikasnu kontrolu kretanja nezavisnih mikrocestica, nazvanih ,,mikro-plivaéi”, (eng. ’'micro-
swimmers ). Primenom ove elektohemijske metode omoguceno je da se istovremeno odigraju
reakcije oksidacije i redukcije na suprotnim polovima Cestica. Strategija za stvaranje
pogonske sile za pokretanje ,plivaca” (za translaciju, rotaciju i levitaciju) oslanja se na
proizvodnju 1 oslobadanje gasa (mehurova vodonika) koji se generiSe na katodno
polarizovanom delu ,mikro-plivaca”. Kandidat je pokazao integraciju procesa ECL
generisane emisije svetlosti tokom kretanja ,,plivaca”. Ovaj koncept je zatim proSiren za

razvoj detektujucih ,,plivaca” koriste¢i ECL kao analiticki signal.

U Eksperimentalnom delu kandidat daje detaljan opis procedura za snimanje ECL
koriS¢enjem epifluorescentnog mikroskopa. Dati su 1 analiti€¢ki protokoli za imunotestove
bazirane na mikrosferama i za detekciju antitela protiv tkivne transglutaminaze. Opisan je
proces proizvodnje nanoelektroda bezelektrodnom depozicijom.

U Zakljucku su sumirani rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije.

Literatura sadrzi 179 citata i obuhvata radove koji su relevantni za problematiku

istrazivanja kandidata.



2. KRATAK OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U prvom delu doktorske disertacije prikazani su rezultati ispitivanja mehanizama
Ru(bpy)s**/koreaktant sistema na nivou jedne perle, sa TPrA ili DBAE, respektivno,
tehnikom snimanja koja daje trodimenzionalni prikaz, skrac¢eno 3D prikaz, distribucije
inteziteta svetlosti ECL. U drugom delu teze opisan je dizajn imunosenzora za dijagnostiku
autoimunog oboljenja koje se naziva celijakija kombinuju¢i svojstva ECL tehnike i
nanoelektroda. U tre¢cem delu disertacije dat je originalan pristup prvog primera pogonskog
mehanizma za pokretanje plivaca tokom kojeg dolazi do istovremene emisije svetlosti
zahvaljujuéi sinergetskom delovanju bipolarne elektrohemije i ECL. Osim toga koncept
plivaca je proSiren razvijanjem ECL-emisionih bioplivaca za enzimsko odredivanje glukoze

prisutne u sistemu.

1. Uvid u mehanizme ECL za model sisteme ECL imunotestova putem prostornog

mapiranja distribucije svetlosti u prostoru

ECL snimanje na nivou pojedinacne sfere dalo je opsti opis ECL fenomena koji se
javlja u ECL biotestovima zasnovanim na perlama. Primenom ove metode snimanja
omoguceno je deSifrovanje mehanistickog puta, testiranje efikasnosti koreaktanata i pokazani
su povezani propratni opticki efekti koji vode do povecanja osetljivosti imunotestova.
Mapiranje reaktivnosti demonstrira mehanisticku putanju koja vodi do ECL emisije.
Maksimalan ECL intenzitet se javlja u mikrometarskom regionu gde su koncentracije TPrA®"
i TPrA® radikala na lokalnom nivou najveée. Samo luminofore koje se nalaze 3 pm do
elektrode doprinose ECL signalu i ovaj konacni reakcioni sloj definiSe optimalnu veli¢inu
funkcionalizovanih perli za biotestove. U poredenju sa situacijom u balku (npr. Ru(bpy)3* je
prisutan u rastvoru), dodatne termodinamicke i kineticke kriterijume treba uzeti u obzir da bi
se izabrali efikasni koreaktanti u biotestovima zasnovanim na perlama: adekvatni redoks
potencijali 1 odgovaraju¢e konstante brzine deprotonovanja kako bi se formirali
koncentracioni gradijenti oba radikala koji mogu simultano da difunduju preko dovoljno
velike razdaljine sa ciljem da pobude Ru(bpy)%* - markere koji su udaljeni od elektrode.
Takode, je pokazan efekat sociva sfere koji koncentruje ECL emisiju i1 tako daje moguénost
odabira novih koreaktanata sa poboljSanom osetljivos¢u i doprinosi razvoju novih analitickih

strategija.



2. Imunoanalize i mapiranje generisanja ECL sa nasumi¢nim nanoelektrodnim
grupama

Razvijen je novi senzitivni i specificni ECL imunosenzor za detekciju antitela protiv
kompleksa glijadin-tkivna transglutaminaza sa limitom detekcije nizim od 1 ng/ml, koristeéi
novu analiticku strategiju. Iskoristili smo revidiranu ECL putanju sa TPrA kao koreaktantom,
koji omogucéuje generisanje ECL na mikrometarskoj udaljenosti sa povrsine elektrode na
niskom oksidacionom potencijalu. Koriste¢i ovaj pristup, lokalizacija pocetnog
elektrohemijskog koraka (tj. oksidacija TPrA) je odvojena od bioprepoznavajuceg lanca i
ECL markera koji su imobilizovani na elektro-neprovodnoj povrsini NEE. Takode, rad na
niskom oksidacionom potencijalu dozvoljava redukciju mogucih interferencija od strane
sporednih reakcija koje se mogu javiti prilikom rada sa kompleksnim uzorcima kao $to je krv,

¢ine¢i ovu metodu veoma pogodnom za serolosko skeniranje.

3. Elektrogenerisani hemiluminiscentni pliva¢i pokretani pomocu bipolarne

elektrohemije

Mikro-plivac¢i predstavljaju uredaje mikrometarskih dimenzija ¢iji dizajn omoguéava
izvrSavanje odredenih mehanickih operacija (rotacija, kotrljanje, prebacivanje, isporuc¢ivanje)
kao odgovor na zadati stimulus. Ovaj rad prezentuje prvo kuplovanje bipolarne elektrohemije
uz simultano generisanja ECL, $to vodi prvom primeru plivaca koji je u sustinskoj sprezi sa
hemijskim izvorom svetlosti. ECL omoguéava direktan monitoring kretanja bipolarnih
elektroda, sto je veoma vazno kod autonomnih plivac¢a. Generisanje H, razlaganjem vode na
katodnom polu plivaca predstavlja pogonsku silu za njegovo kretanje. PaZljivom kontrolom
primenjenog napona, koncentracije surfaktanata i kapaciteta koris¢enog pufera, moze se
izbeci oksidacija vode na anodnom polu i kontrolisati ECL intenzitet i oblik ECL-emitujuce
zone, upotrebom kompleksa rutenijuma. Radeci sa 100 i 200 mM fosfatnim puferom uticali
smo na promenu ECL zone iz hemisfernog u prstenasti oblik. Nadalje koncept plivaca je
prosiren razvijanjem ECL-emisionih bioplivaca za enzimsko odredivanje glukoze prisutne u
sistemu. Uzro¢no-posledi¢na oksidacija luminofore i enzimsko stvaranje nikotinamid-adenin-
dinukleotida (NADH) dovodi do ECL emisije putem klasi¢nog koreaktantskog puta. U ovom

sistemu je pokazano da je koncentracija glukoze proporcionalna intenzitetu emitovane



svetlosti. Zbog zavisnosti ECL intenziteta od koncentracije glukoze, ovaj pristup je takode

odgovarajuci za pracenje prostorno-promenjive glukozne koncentracije.

4. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA 1Z
LITERATURE

Glavne karakteristike i prednosti ECL-a kao analiticke metode se ogledaju u njenoj primeni za
odredivanje mnogobrojnih bioloskih, odnosno medicinskih uzoraka. U odgovarajucoj
hemijskoj sredini ECL markeri emituju svetlost nakon elektrohemijske stimulacije.
Emitovana svetlost dobijena na ovaj nacin, kao analiticki signal je nasla primenu u
biotestovima, nakon otkri¢a reagenasa koji omoguéavaju detekciju u vodenim sredinama i
koji se nazivaju ECL koreaktanti. Sistem koji ¢ine Ru(bpy)s®* kompleks i tri-n-propilamin
(TPrA) kao koreaktant, ima najve¢u ECL efikasnost. 2-(dibutilamino)etanol (DBAE) se
pokazao kao efikasniji, bolje rastvoran, manje toksican i manje isparljiv koreaktant od TPrA.
Ru(bpy)s>* /TPrA Sistem, ipak ostaje ECL standard koji se eksploatiie u komercijalizovanim
uredajima u dijagnosticke svrhe, kao $to su imunotestovi i DNK analize. Trenutno se u
upotrebi koristi vise od 30 000 ,,ORIGEN® analizatora, komercijalno dostupnih od strane
vodece farmaceutske kompanije ,,Roche Diagnostic®. ,,ORIGEN* tehnologija Kkoristi
paramagneti¢ne perle u ECL imunotestovima. Medutim, izuzetno visoka osetljivost ECL
testova baziranih na perlama i dalje ostaje nerazjasnjena. Broj instrumenata i testova koji
koriste ECL kao analiticki signal, jasno ukazuju na potrebu za deSifrovanjem ECL
mehanizama. Nakon otkrivanja reakcije izmedu Ru(bpy)s** i TPrA, koja dovodi do ECL,
predlagani su razli¢iti kompetivni mehanizmi kako bi se objasnila ECL emisija. Mehanizmi se
mogu podeliti u dve glavne grupe zavisno od nacina na koji se odigrava oksidacija Ru(bpy)32+
kompleksa. U prvu grupu svrstani su mehanizmi koji dovode do emitovanja ECL isklju¢ivo
nakon direkne oksidacije pomenutog kompleksa na povrsini elektrode. Medutim, ovi
mehanisticki putevi ne mogu da objasne visoku osetljivost imunotestova zasnovanih na
perlama. Miao i saradnici su tokom daljeg istrazivanja predlozili drugi, ,,revidirani put®, po
kojem je Ru(bpy)s>* kompleks indirektno oksidovan od strane katjon-radikala tripropilamina,
TPrA®". Sa druge strane DBAE kao koreaktant ima blaZi uticaj na zagadenje Zivotne sredine i
stoga moguénost primene u biotestovima kao $to je dokazano od strane Giubao Xu. Intenzitet

ECL-a je takode veéi pri koriiéenju DBAE u odnosu na TPrA kada se Ru(bpy)s®* nalazi u



rastvoru, $to nije slu¢aj u imunotestvima zasnovanim na perlama. Naime, u imunotestovima
ECL luminofora je imobilizovana na paramagneticnim perlama. Prostorno mapiranje
reaktivnosti pomoc¢u ECL slikanja je otkrilo nacin na koji rutenijumski centri pozicionirani na
mikrometarskoj udaljenosti od povrSine elektrode mogu da generiSu ECL samo putem
oksidacije molekula koreaktanata. Takode, ukazuje na vaZnost samog doprinosa tzv.

,revidiranog” puta u ukupnom ECL odgovoru.

Sa druge strane sve vece koriS¢enje uredaja nano veli¢ine omogucéuje dalji napredak same
tehnike za njenu primenu u analiticke svhe. Napredak u primeni nanostrukturiranih elektroda
npr. nasumicnih (eng. nanoelectrode ensembles -NEE) i regularno (eng. nanoelectrode arrays,
NEA) uredenih nanoelektrodnih grupa na polju bioelektroanaliticke hemije, omogucio je
poboljsanje osetljivosti ECL metoda zbog pojedinih prednosti takvih sistema kao Sto je,
poboljsan transport elektroaktivnih vrsta iz ukupne zapremine rastvora (eng. bulk) ka povrSini
NAA i NEA. To dovodi do znacajnog povecanja odnosa signal/Sum. Grupa profesora Paola
Ugo-a je razvila imunosenzore za odredivanje koncentracije kancerskih biomarkera HER2
(receptor za ljudski epidermalni faktor rasta) i DNK hibridizaciju. Princip rada ovih
imunosenzora se zasniva na imobilizaciji bio-prepoznavajuceg (eng. biorecognition) sloja u
blizini nanoelektroda, preciznije na povrsini izolatorskog dela elektroda. Poboljsani transport
mase tipi¢an za nanoelektrode je u potpunosti iskoristiv. Nasuprot klasi¢cnom konceptu
bioelektrosenzora, u ECL baziranim biosenzorima imobilizacija biomolekula obelezenih
luminoforama na maloj udaljenosti od aktivne povrsine nanoelektrode omogucava da se ECL
generiSe na niskom oksidacionom potencijalu. Primenom tako niskih elektrodnih potencijala
dobijaju se sledece prednosti: izbegava se hemijsko i strukturno osteéenje osetljivih molekula
kao $to su proteini 1 oligonukleotidi; smanjuje se interferencija sporednih proizvoda posebno
u realnim uzorcima kompleksnih matriksa (npr. krv); spreava se formiranje povrSinskog
oksidnog sloja u sluéaju upotrebe elektroda od platine i zlata. Sve ovo ina¢e moze imati uticaj
na slabu reproduktivnost rezultata. Kombinuju¢i gore navedena svojstva ECL tehnike i NEEs,
u ovoj oblasti dat je veliki doprinos dizajniranju novih imunoeseja za dijagnostiku
autoimunog oboljenja koje se naziva celijakija. Pacijenti oboleli od celijaklije su netolerantni
na protein Zitarica, gluten (ima ga u pSenici, je¢mu, ovsu). Enzim koji bi trebalo da razlaze
gluten, tkivna transglutaminaza, tacnije deo njegovog lanca koji se zove glijadin je defektan i
stoga nefunkcionalan. Citavi molekuli glijadina prodiru u éelije tankog creva i potom
zapoc¢inje imunoloSka — autoimuna reakcija u kojoj organizam stvara antitela protiv

kompleksa glijadin—tkivna transglutaminaza. To za posledicu ima destrukciju ¢elija tankog



creva i teSko oStecenje sluzokoze tankog creva u strukturalnom i funkcionalnom smislu. lako
biopsija tkiva jos uvek predstavlja ,,zlatni standard” za pouzdanu dijagnozu ove autoimmune
bolesti, mnogi napori su ucinjeni u cilju razvijanja razlicitih elektrohemisjkih metoda, ali do
sada nijedna nije prihvacena za prakticnu upotrebu. Seroloski testovi su kao i slucaju naseg

biosenzora bazirani na detekciji autoantitela protiv tkivne transglutaminaze (tTG).

Nedavno je demonstrirana moguénost koriS¢enja bipolarne elektrohemije za efikasnu
kontrolu kretanja nezavisnih mikrocestica, nazvanih ,,mikro-plivaci”, ruse¢i simetriju ovih
provodnih Cestica na bezican (eng. wireless manner) nacin tj. bez direktnog elektri¢énog
kontakta sa povrSinom elektrode. Na taj nac¢in omoguéeno je da se istovremeno odigraju
reakcije oksidacije 1 redukcije na suprotnim polovima Ccestica. Strategija za stvaranje
pogonske sile za pokretanje ,,plivaca” (za translaciju, rotaciju i levitaciju) oslanja se na
proizvodnju 1 oslobadanje gasa (mehurova vodonika) koji se generiSe na katodno
polarizovanom delu ,mikro-plivaca”. Ipak, posmatranje ovakvih pliva¢a generalno
predstavlja izazov zbog njihovih neretko malih dimenzija i zahteva upotrebu veoma efikasnih
mikroskopskih tehnika ili plivac¢e oznacene fluorescentnim reagensom Kkoji svojim prisustvom
olakSava pracenje kretanja mikro-pliva¢a. U tom kontekstu se namece zakljuc¢ak da bi bilo
korisno konstruisanje plivaca koji bi u isto vreme bio 1 izvor svetlosti i ¢ija bi emisija mogla
da se posmatra kao putanja njegovog kretanja. Siroko koriiéeni opticko-elektrohemijski
proces koji ima prednost da ne zahteva postojanje pobudnog izvora svetlosti, ECL predstavja
obecavajuceg kandidata za kuplovanje sa BE. Kombinacija ECL 1 bipolarne elektrohemije je
pronasla svoju primenu u analiticke svrhe. Ovde je dat originalni pristup, prvi primer
pogonskog mehanizma za pokretanje plivaca tokom koje dolazi do istovremene emisije
svetlosti zahvaljuju¢i sinergetskom delovanju BE 1 ECL. Osim toga koncept plivaca je
prosiren razvijanjem ECL-emisionih bioplivaca za enzimsko odredivanje glukoze prisutne u
sistemu. ECL kuplovana sa BE predstavlja jedinstven analiti¢ki pristup koji se bazira na
dizajnu ,,pametnih* dinamickih sistema (eng. smart dinamic systems) za direktno vizuelno

ocitavanje.



4. OBJAVLJENI RADOVI KOJI CINE DEO DOKTORSKE DISERTACIJE
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Different Scales Triggered by Bipolar Electrochemistry, 65 ISE Annual Meeting,
Lozana, Svajcarska, 31 Avgust - 5 Septembar, 2014, s12-008
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5. ZAKLJUCAK

Komisija je na osnovu detaljnog pregleda doktorske teze Milice Senti¢ pod naslovom
»’Elektrogenerisana hemiluminiscencija: ispitivanje mehanizma i njena primena u
bioanalitici’’, zakljucila da je kandidat sistemati¢nim i detaljnim proucavanjem mehanizama
dejstva i razvojem novih ECL sistema za bioanaliticku primenu dao znac¢ajan doprinos daljem
razvoju ove oblasti. Najznacajniji rezultati ovog rada ogledaju se u ispitivanju mehanizama
Ru(bpy)s*‘/koreaktant sistema na nivou jedne perle, sa tri-n-propilamin ili 2-
(dibutilamino)etanol , respektivno, tehnikom snimanja koja daje trodimenzionalni prikaz
distribucije inteziteta svetlosti ECL. Kandidat je takode razvio imunosenzor za dijagnostiku
autoimunog oboljenja celijakija kombinuju¢i svojstva ECL tehnike i nanoelektroda. Kandidat
je zatim uspe$no kombinovao ECL metodu sa bipolarnom elektrohemijom $to predstavlja
jedinstven analiti¢ki pristup koji se bazira na dizajnu ,,pametnih* dinamickih sistema (eng.
smart dinamic systems) za direktno vizuelno ocitavanje.

Iz ove doktorske disertacije proisteklo je pet radova u vrhunskim c¢asopisima
medunarodnog znacaja (M21) i jedanaest saopStenja na skupovima medunarodnog znacaja, sa

Sest usmenih izlaganja. Na osnovu svega izloZenog, Komisija smatra da su ispunjeni svi



uslovi da se ovaj rad Milice Sentié¢ pod naslovom: ’’Elektrogenerisana hemiluminiscencija:
ispitivanje mehanizma i njena primena u bioanalitici’’, prihvati kao doktorska teza, ¢ime se
sticu uslovi za sticanje akademskog stepena i zvanja doktora hemijskih nauka. Na osnovu
toga, predlazemo Nastavno-nau¢nom vecu Hemijskog fakulteta da se kandidatu Milici Senti¢

odobri odbrana doktorske teze pod navedenim naslovom.
U Beogradu, 14.03.2016. godine
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