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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Analogi kwasow nukleinowych jako warstwy receptorowe sensorow elektrochemicznych
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Celem niniejszej rozprawy doktorskiej, zaprezentowanej jako zbior pigciu tematycznie
spojnych publikacji, bylo zbadanie mozliwosci zastosowania analogdw kwasow
nukleinowych jako warstw receptorowych sensorow elektrochemicznych. Wsréd analogéw
kwasow nukleinowych wyrézni¢ mozna m.in. PNA (ang. peptide nucleic acid) oraz PTO
(ang. phosphorothioate oligonucleotide). Zwigzki te wykazuja zdolno$¢ do hybrydyzacji
z nicig komplementarna, a dzigki odpornosci na dzialanie enzymoéw restrykcyjnych, mozliwe
jest ich zastosowanie w pomiarach in vivo. Co wigcej, odmienna budowa m.in. szkieletu
stanowigcego trzon fancucha, moze wpltywaé na selektywno$¢ oddzialtywan pomiedzy
warstwa receptorowa zawierajacg nici analogéw kwaséw nukleinowych a analitami
np. jonami metali.

Pierwszy projekt dotyczyl =zastosowania PTO jako warstwy receptorowe]
w elektrochemicznym sensorze do oznaczania jondw uranylowych. Dzigki obecnosci siarki
w fancuchu PTO, mozliwe bylo bezposrednie dowigzanie PTO do powierzchni zlota,
bez koniecznosci dodatkowej modyfikacji. Oddziatywanie pomigdzy warstwa receptorowa
a UO,”" bylo analizowanie z uzyciem technik woltamperometrycznych oraz
elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej. Wykonano réwniez badania majace
na celu charakteryzacje powierzchni zlota — niemodyfikowanego oraz modyfikowanego
DNA-SH lub PTO — z uzyciem mikroskopii sit atomowych. Przeprowadzone badania
dowiodly, ze zaprojektowany sensor cechuje sic wysoka selektywnoscia na jony UO,*"
iumozliwia ich oznaczenie na niskim poziomie stgzen.

Celem kolejnego projektu byla konstrukcja sensora selektywnego na jony rteci, z PTO

jako warstwa receptorowa, i ocena wplywu obecnosci atomoéw siarki na selektywnosé



oznaczen. Przeprowadzone badania potwierdzity postulowane oddziatywanie Hg** z PTO
jako warstwa receptorowa. Dodatkowo sprawdzono wplyw pH roztworu pomiarowego oraz
obecnosci zasad tyminowych w nici PTO na odpowiedZ elektrod. Przeprowadzone badania
jednoznacznie wskazuja, ze obecnos$¢ siarki w fancuchu PTO przyczynia si¢ do selektywnego
wigzania Hg”" a zaprojektowany sensor pozwala na oznaczenie Hg>* w probce rzeczywiste;.

Zadowalajace wyniki badan staty si¢ inspiracja do konstrukcji sensora z PNA jako
warstwa receptorowa do oznaczania jondw rteci. Podstawa zalozenia, ze warstwa receptorowa
zlozona z nici PNA — zawierajacych ugrupowania peptydowe — jest w stanie zwigza¢ jony
Hg”", byly doniesienia literaturowe o oddziatywaniu pomiedzy jonami metali a peptydami.
Przeprowadzone pomiary spektrofotometryczne dowiodty stusznosci tych zatozen. Rowniez
pomiary z uzyciem technik woltamperometrycznych oraz elektrochemicznej spektroskopii
impedancyijnej potwierdzity oddziatywanie pomiedzy Hg*" a ugrupowaniami peptydowymi
z tancucha PNA. Zaprojektowany sensor pozwolil na selektywne oznaczenie Hg>" na niskim
poziomie st¢zen, rowniez w certyfikowany materiale odniesienia.

Kolejny projekt byt kontynuacja prac nad zastosowaniem PNA jako warstwy
receptorowej do oznaczania jonéw Hg>". Celem prowadzonych prac byla ocena wplywu
sekwencji zasad w tancuchu PNA i mozliwo$é tworzenia kompleksow tymina — Hg®" —
tymina na odpowiedz elektrod. Wykonano szereg pomiar6w majacych na celu dobor
znacznika, ktorego zastosowanie pozwolilo na uzyskanie jak najwickszych zmian sygnatu
pradowego, co bezposrednio przetozylo si¢ na parametry pracy zaprojektowanego sensora.
Co wigcej, okazalo sie, ze obecno$¢ ugrupowan peptydowych wplywa na poprawe
selektywnosci oznaczen a zaprojektowany sensor pozwala na oznaczenie Hg>" na niskim
poziomie st¢zen.

Ostatni z projektow dotyczytl zastosowania PNA jako warstwy receptorowej
w sensorze hybrydyzacji umozliwiajacym oznaczenie mutacji w genie (sekwencji DNA).
Wykonano szereg badan majacych na celu optymalizacje procedury pomiarowej m.in. skfadu
warstwy receptorowej oraz czasu inkubacji elektrod w roztworze znacznika. Przeprowadzono
roOwniez badania majace na celu dobranie odpowiedniego znacznika elektroaktywnego,
umozliwiajacego rejestrowanie zmian zachodzacych w warstwie receptorowej. Uzyskane
wyniki jednoznacznie wskazuja, ze hybrydyzacja z nicig komplementarng skutkuje wysoka
zmiang rejestrowanego sygnalu, podczas gdy obecno$¢ niekomplementarnej pary zasad
wplywa na niskg zmian¢ rejestrowanego sygnatu pradowego. Zaprojektowany sensor
umozliwil oznaczenie sekwencji powodujacej anemi¢ sierpowata 1 rozrdznienie jej

od sekwencji prawidtowej hemoglobiny.



Przeprowadzone badania dowiodly, Ze analogi kwaséw nukleinowych z powodzeniem
moga zosta¢ zastosowane w sensorze do oznaczania nie tylko sekwencji DNA lecz rowniez
jonéw metali. Okazato sig, ze zar6wno sekwencja zasad jak i zmodyfikowany tancuch DNA,
wplywaja na selektywnos$¢ oznaczen a rodzaj znacznika elektroaktywnego jest istotny z uwagi

na parametry pracy zaprojektowanego sensora.
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