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W pracy zatytutowanej “Elektrochemiczne i optyczne uklady do oznaczania analitow
istotnych klinicznie” (“Electrochemical and optical sensing systems for clinically relevant
analytes”) przedstawiono wyniki badan dotyczacych opracowania nowych lub ulepszenia

istniejacych metod do oznaczania wybranych analitow.

W pierwszej czgsci pracy opisano podstawy elektrochemicznych i optycznych metod
detekcji wykorzystywanych w badaniach. W podrozdziale dotyczacym potencjometrii
gtownie skupiono si¢ na membranowych elektrodach jonoselektywnych pracujacych zaréwno
w trybie réwnowagowym, jak i nieréwnowagowym. W dalszej czeSci rozdziatu
przedstawiono charakterystyke badanych analitéw i metody ich oznaczania. Na zakoficzenie
opisano zasady analizy przeptywowo-wstrzykowe;, bedacej jedna z najefektywniej

stosowanych metod mechanizacji poszczegdlnych etapéw postepowania analitycznego.

W drugim rozdziale rozprawy doktorskiej zaprezentowano nowa metode oznaczania
szybkosci uwalniania tlenku azotu(Il) z materialow polimerowych domieszkowanych
donorami NO, a takze NO powstajacego w wyniku elektrochemicznej redukcji anionéw
azotynowych. NO oznaczany byl posrednio na podstawie stezenia jondw azotanowych
powstajacych w wyniku szybkiej i wydajnej reakcji NO z oksyhemoglobing. Jony azotanowe
oznaczane byly przy pomocy elektrod jonoselektywnych z polimerowa membrang
zawierajgcg TDMAC jako skladnik elektroaktywny. Sklad membrany polimerowej zostat
zoptymalizowany w celu eliminacji odpowiedzi elektrod na oksyhemoglobing znajdujacg sie

W oznaczanych probkach. W opracowanym ukladzie po raz pierwszy do oznaczania NO

zastosowana zostala detekcja potencjometryczna. Ponadto zaproponowano przepltywowy




uklad do zbierania probek usuwajacy nielotne zwigzki anionowe, ktére przeszkadzaty w
oznaczeniach potencjometrycznych. Uzyskane wyniki szybko$ci uwalniania NO zostaty
skorelowane z  wynikami uzyskanymi w oparciu o referencyjng metode
chemiluminescencyjng i potwierdzily, ze opracowana metoda z powodzeniem moze byé

zastosowana do tego typu oznaczen.

W kolejnym rozdziale po raz pierwszy zademonstrowano mozliwo$¢ zastosowania
czulej i selektywnej na polijony pulstrody jako detektora w ukltadzie przeptywowo-
wstrzykowym. Pokazano, ze zaréwno polianiony, jak i polikationy mogg byé oznaczane
stosujgc membrang polimerowa o tym samym skladzie, zawierajaca lipofilowa sél
jonowymienng (DNNSTDMA"). Ponadto, omdéwiona zostala stabilno$é pulstrody w
warunkach przeplywowych. W dalszej czesci rozdzialu zoptymalizowano catkowity czas
trwania sekwencji impulséw, co umozliwilo oznaczenie az do 20 prébek na godzine.
Otrzymana czestotliwo$¢ oznaczania jest duzym krokiem na przéd w analizach z
wykorzystaniem pulstrody jako detektora. Mnogo$¢ potencjalnych zastosowan opracowanego
ukladu przeptywowo-wstrzykowego z pulstrodg w roli detektora zostala zademonstrowana
poprzez oznaczenie polianionéw o réznej gestosci tadunku, a takze oznaczenie heparyny w
probkach o wysokim stezeniu jonéw chlorkowych przez miareczkowanie protaminy.
Pokazano, iz w prosty i szybki sposob heparyng mozna oznaczy¢ w zakresie stgzen
od 10-35mg/L (2-6 U/mL). Przeprowadzona zostala takze krétka dyskusja dotyczaca
kationowej odpowiedzi pulstrody (pracujgcej w trybie wykrywania polikationéw) na serum.
Dodatkowo, w zaproponowanym uktadzie monitorowano kinetyke reakcji enzymatycznej
stosujgc protaming i trypsyne¢ jako modelowy uktad. Aktywno$¢ enzymu oznaczono réwniez
w zmodyfikowanym ukladzie przeptywowym w zakresie od 0,5 U/mL do 15,0 U/mL.
Substrat enzymatyczny znajdowat si¢ w strumieniu do ktérego wstrzykiwano roztwér o réznej
aktywnos$ci enzymu, a czas reakcji enzymatycznej kontrolowany byl za pomoca szybkosci

przeptywu roztworu nosnego i dtugosci przewodow.

W czwartym rozdziale niniejszej pracy opisano nowy, elektrochemiczny biosensor do
oznaczania aktywnosci enzyméw restrykcyjnych. Dwuniciowe DNA unieruchomione na
powierzchni elektrody zlotej wykorzystano jako substrat reakeji enzymatycznej. Spadek ilosci
DNA na powierzchni elektrody, bedacy wynikiem cigcia enzymatycznego, monitorowano
stosujgc blekit metylenowy jako znacznik redoks. Aktywno$¢ enzymu oznaczana byla na

podstawie zmiany sygnatu pragdowego pochodzacego od redukcji blekitu metylenowego,

oddziatywujacego z nicig DNA, obecnego w roztworze. Zastosowanie znacznika redoks w




roztworze, a nie jego dowigzanie do nici DNA, w znaczacy sposdb obniza koszty analizy.
Jako modelowy system zastosowano enzym restrykcyjny Pvull oraz oligonukleotydy o
dlugosci 20 par zasad, zawierajace sekwencje rozpoznawang przez wybrany enzym.
Tiolowane oligonukleotydy unieruchomiono na powierzchni zlotej elektrody technika
chemisorpcji monowarstw samoorganizujacych sie, a nastepnie, w celu uzyskania substratu,
hybrydyzowano z komplementarnym krétkoniciowym DNA. Przeprowadzono badania
majace na celu okreslenie gestosci powierzchniowej ssDNA oraz wydajnosci hybrydyzacii.
Uzyskane wyniki byty zgodne z danymi literaturowymi. W dalszym etapie pracy zbadano i
oméwiono wpltyw skladnikéw roztworu buforowego na stabilnos$¢ i integralno$¢ dsDNA-
SAM, ze szczegélnym uwzglednieniem roli niejonowego $rodka powierzchniowo czynnego
Trition X-100. Sprawdzono i przedyskutowano takze wplyw polozenia miejsca
restrykcyjnego na przebieg reakcji enzymatycznej i czuto$¢ oznaczenia. Pokazano, iz ze
wzgledu na ograniczenia steryczne, miejsce restrykcyjne potozone blizej powierzchni
elektrody jest mniej dostgpne dla enzymu. Ponadto, opracowany biosensor z powodzeniem

zostal wykorzystany do oznaczenia prébek o roznej aktywnosci Pyull.

Pracg zamyka rozdzial, w ktorym przedstawiono opracowanie dedykowanego
materialu w formie mikrosfer z przeznaczeniem do fluorescencyjnego oznaczania aktywnosci
enzymOw. Substraty ulegajace reakcji enzymatycznej z wytworzeniem fluorescencyjnego
produktu sg bardzo wrazliwe na zmiang¢ warunkéw (gtéwnie pH $rodowiska), co ogranicza
ich stosowanie, poniewaz moze prowadzi¢ do powaznych bledéw w oznaczaniu aktywnosci
enzymu 1 wzrostu kosztu analizy. W pracy pokazano, ze zamknigcie tego substratu w
mikrosferze polimerowej zapobiega jego niepozadanej, spontanicznej hydrolizie. Co
najwazniejsze, substrat zamkniety w polimerowej mikrosferze nadal jest dostepny dla
enzymu. Jako modelowy system badano spontaniczng i enzymatyczng hydrolize oleinianu 4-
metyloumbelliferylu zamknig¢tego w mikrosferach z poli(n-butylo akrylanu). Stwierdzono, ze
czulo$¢ oznaczenia mozna w prosty sposéb regulowaé poprzez ilos¢ 4-MUO zamknietego w
polimerowych mikrosferach, a takze przez dodatek Ca** i BSA do roztworéw badanych
probek. Dodatkowo, podjeta zostata proba wyjasnienia pozytywnego wptywu BSA na reakcje
enzymatyczng z wykorzystaniem substratu zamknigtego w polimerowych mikrosferach. Na
podstawie otrzymanych wynikéw mozna postulowaé, ze ze wzgledu na liofilowos¢ mikrosfer,
czasteczki BSA ulegaja adsorpcji na powierzchni mikrosfer, tworzgc bardziej korzystne dla

lipazy mikrosrodowisko, co w rezultacie prowadzi do poprawy czulo$ci oznaczenia.
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