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STRESZCZENIE ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Badanie charakteru oddzialywan kwasy nukleinowe — analit w warstwach
receptorowych biosensorow

Kwasy nukleinowe odgrywaja istotng role w procesach podziatu oraz apoptozy
komorkowej, a takze w ekspresji biatek. Jednak obecnie nie peinig jedynie funkcji nosnika
informacji genetycznej ze wzgledu na wykazywane przez nie wilasciwosci katalityczne i
receptorowe. Oddziatujg one z innymi czasteczkami przede wszystkim poprzez hybrydyzacje
z komplementarnymi sekwencjami nukleotydowymi, ale sg takze zdolne do wigzania analitow
takich jak jony metali, aminokwasy, biatka, a nawet komorki bakterii. Co wigcej, kwasy
nukleinowe stanowig material biologiczny ulegajacy degradacji pod wplywem dzialania
okreslonych enzyméw oraz czynnikéw chemicznych. Z kolei struktura zhybrydyzowanych
czasteczkach DNA umozliwia efektywny transport tadunku wzdhuz podwodjnej nici
nukleotydowej. Wymienione powyzej wilasciwosci kwaséw nukleinowych sprawiaja, ze
obecnie znajduja one szerokie zastosowanie jako elementy receptorowe w biosensorach.

Niniejsza praca doktorska, zaprezentowana jako zbidr tematycznie spojnych
publikacji, dotyczy badan nad charakterem oddzialywan pomiedzy analitami a kwasami
nukleinowymi stosowanymi jako warstwy receptorowe elektrochemicznych sensorow.

Pierwszy projekt dotyczyl opracowania sensora z warstwa receptorowa zawierajaca
oligonukleotydy DNA do oznaczania jondéw otowiu. Badania wskazaly, ze dzigki
zastosowaniu sekwencji aptamerowej jako warstwy receptorowej mozliwe jest selektywne
oznaczenie jonow Pb**. Wysokie powinowactwo kationow otowiu do warstwy aptamerowej
wynika z utworzenia struktury G - kwadrupleksu stabilizowanej w obecnosci jondéw Pb?*, co
prowadzi do zmiany ulozenia monowarstwy na powierzchni elektrody. Oddziatywanie
warstwy receptorowej z jonami olowiu bylo analizowane z uzyciem technik
woltamperometrycznych i spektroskopii impedancyjnej z wykorzystaniem biekitu
metylenowego oraz pary zelazi/zelazocyjankéw jako znacznikéw elektroaktywnych. W
ramach prowadzonych badan okreslono parametry pracy aptasensora oraz sprawdzono jego
uzyteczno$¢ w oznaczeniu jonéw otowiu w probce rzeczywiste;.

Kolejny projekt dotyczyt badania degradacji DNA pod wplywem zwigzkow

chromu(VI) przy wykorzystaniu dlugoniciowego DNA jako warstwy receptorowe;j



zaimmobilizowanej na powierzchni ztotej elektrody. W ramach badan zostata dobrana metoda
unieruchomienia czasteczek DNA na powierzchni elektrod, czas inkubacji w roztworze
Cr(VI) oraz warto$¢ pH roztworu degradujacego. W obecnosci zwigzkéw chromu(VI) doszto
do znacznego uszkodzenia warstwy dsDNA, co stwierdzono na podstawie pomiardéw
elektrochemicznych z uzyciem blekitu metylenowego jako znacznika redoks. Wykazano
réwniez, ze stopien uszkodzenia DNA moze ulec zmianie poprzez wprowadzenie kwasu
askorbinowego oraz nadtlenku wodoru do roztworu degradujacego.

Tematem kolejnego projektu bylo opracowanie aptasensora do oznaczana jondow
potasu. Prowadzone badania stuzyly dobraniu sekwencji aptamerowej stanowigcej warstwe
receptorowa, ktora wykazywata najwicksze powinowactwo do jondéw potasu. Ze wzgledu na
fakt, ze kationy K stabilizuja strukture G-kwadrupleksu, wykorzystano czasteczki aptamerow
o duzej zawarto$ci nukleotydow guaninowych. W ramach doswiadczen wyselekcjonowano
réwniez znacznik redoks, w obecnosci ktorego potwierdzono silne oddziatywanie pomigdzy
aptamerami DNA 1 jonami potasu. Na podstawie wynikow pomiaréw elektrochemicznych z
uzyciem blekitu metylenowego jako znacznika elektroaktywanego stwierdzono, ze
najwieksze powinowactwo do jonow K' wykazuje aptamer trombinowy. Dla sensora
zawierajgcego wybrany aptamer jako warstwg receptorowg okreslone zostaly parametry
pracy. Rezultaty badan wskazaty, ze przy poprawie selektywnosci opracowany aptasensor
mogtby stanowi¢ alternatywne narzedzie dla metod oznaczania jonéw K' obecnie
stosowanych w diagnostyce kliniczne;j.

Ze wzgledu na fakt, ze aptamery wykazuja wysokie powinowactwo przede wszystkim
do ztozonych zwigzkow, w kolejnym projekcie podjeto probg opracowania aptasensora do
oznaczania dopaminy. Dzigki oddzialywaniu z aptamerem DNA unieruchomionym na
powierzchni zlota doszlo do nagromadzenia czasteczek dopaminy przy powierzchni
elektrody, co umozliwito bezposrednig detekcje pradu utlenienia tej katecholaminy. Dla
poprawy parametrow pracy sensora na powierzchni elektrody z wegla szklistego utworzono
dodatkowa warstwe posrednia zlozong ze zredukowanego tlenku grafenu 1 nanoczastek ztota,
do ktorej dowigzano aptamer. Uzyskany w ten sposdb aptasensor pozwolil na selektywne
oznaczenie dopaminy na poziomie 10° M.

Ostatni projekt dotyczyl opracowania aptasensora do oznaczania urokinazowego
aktywatora plazminogenu (uPA). W tym celu aptamer RNA zostal unieruchomiony na
powierzchni ztota przy uzyciu tagcznika dowigzanego do konca 3' sekwencji, ktéry sktadat si¢
z tiofosforanowych nukleotydow adeninowych. Badania wskazaty na istotny wptyw rodzaju

znacznika redoks wymuszajacego zastosowanie okreslonego zakresu potencjalow, ktérego



efektem mogta by¢ zmiana ulozenia monowarstwy aptamerowej na powierzchni elektrody.
Wysokie powinowactwo aptameru do urokinazowego aktywatora plazminogenu
potwierdzono przy uzyciu biekitu metylenowego jako znacznika elektroaktywnego, zwtaszcza
po dodaniu biatka - albuminy z surowicy bydlecej do roztworu uPA.

Przeprowadzone badania wskazujg na ro6znorodne mozliwosci zastosowania kwasow
nukleinowych jako warstw receptorowych. Nalezy podkresli¢, ze do najistotniejszych kwestii
podczas opracowania biosensordéw, niezaleznie od ich koncowego przeznaczania, nalezy
dobor sekwencji kwasu nukleinowego, sposobu jego immobilizacji na powierzchni
przetwornika oraz metody generowania sygnatu analitycznego.

Podsumowujac, ze wzgledu na prostote przygotowania warstw receptorowych oraz
wykonania pomiarow elektrochemicznych, a takze wyrdzniajace si¢ parametry pracy,
zaprojektowanie biosensory zawierajace kwasy nukleinowe w warstwie receptorowej
stanowig alternatywne narzedzia, ktore moga w przyszlosci zosta¢ uzyte m.in. w analizie

srodowiskowej i1 diagnostyce kliniczne;j.



