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Obserwowany w ostatnich latach intensywny wzrost liczby publikacji dotyczacych
sensorOw chemicznych jest z jednej strony odpowiedzia na zapotrzebowanie na niewielkie
urzadzenia analityczne, przeksztalcajace informacj¢ chemiczna (np. stezenie) na sygnat
analityczny. Z drugiej strony rozw0j sensorow jest mozliwy dzigki dostgpnos$ci nowoczesnych
materialéw, ktore zastosowane w umiejetny sposob prowadza do poprawy parametréw pracy
konstruowanych wurzadzen. Szczegodlnie ciekawa grupa tych wurzadzen sa sensory
elektrochemiczne, z uwagi na prostot¢ konstrukcji, niski koszt oraz korzystne parametry
analityczne, w tym znaczna selektywno$¢ oraz niskie granice oznaczalno$ci, mozliwe do
osiagnigcia przy zastosowaniu niektorych technik.

Bardzo efektywna metoda poprawy parametréw pracy sensoréw chemicznych, a w
gléwnej mierze ich selektywnosci, jest zastosowanie w warstwie receptorowej sktadnikow
pochodzenia biologicznego. Urzadzenia takie mozna podzieli¢ na biosensory katalityczne,
wykorzystujace enzymy lub komorki, oraz biosensory powinowactwa, z przeciwcialami lub
kwasami nukleinowymi w warstwie receptorowej. Dzigki wykorzystaniu oddziatywan
wystepujacych w naturze, mozliwe jest osiagnigcie selektywnos$ci sensorow niedostepnej przy
wykorzystaniu receptoréw projektowanych i wytworzonych przez cztowieka.

Szczegblnie ciekawa grupa biosensorow sa sensory DNA, stuzace najcze$ciej do
okreslania sekwencji nukleotydowej badanej nici DNA, co jest szczegOlnie istotne w
diagnostyce chorob nowotworowych 1 genetycznych, okre$laniu rodzaju patogenu
wywotujacego chorobg, a takze w §ledzeniu zywnos$ci modyfikowanej genetycznie. Bardziej
niekonwencjonalnym, rozwijanym od niedawna zastosowaniem biosensorow DNA jest
oznaczanie innych analitow, takich jak np. jony metali cigzkich. Znaczna czg$¢ sensorow
DNA wykorzystuje przetworniki optyczne, jednakze coraz popularniejsze staja si¢
elektrochemiczne techniki detekcji, gtownie z uwagi na niskie granice oznaczalnosci, fatwos¢
miniaturyzacji a takze niskie koszty aparatury. Pomimo duzej skali badan prowadzonych nad
rozwojem biosensoréw, ciagle istnieje potrzeba rozwoju 1 opracowania urzadzen
przeznaczonych do oznaczania waznych analitow.

Celem moich badan, ktorych wyniki zaprezentowatem w cyklu prac wchodzacych w
sktad rozprawy habilitacyjnej pt. ,Elektrochemiczne biosensory z warstwami
receptorowymi zawierajacymi DNA”, bylo opracowanie nowych biosensorow z warstwami
DNA, znacznie poszerzajace spektrum ich mozliwosci aplikacyjnych. Przedstawione prace
obejmuja badania dotyczace trzech gtownych nurtow:

1. Oznaczanie jonow metali z zastosowaniem warstw receptorowych DNA
[H1 — HS5].

2. Zastosowanie aptamerow do modyfikacji elektrod [H2 — H5].

3. Warstwy DNA ulegajace degradacji podczas analizy [H7 — HS].

Selektywno$¢ to bardzo istotny parametr sensorow chemicznych, umozliwiajacy
oznaczanie analitu nawet w probkach o skomplikowanych matrycach, przy znacznym
nadmiarze substancji przeszkadzajacych w stosunku do st¢zenia substancji oznaczanej. O
selektywno$ci sensoréw chemicznych decyduje warstwa receptorowa, bezposrednio
kontaktujaca si¢ z probka 1 oddziatujaca z jej sktadnikami. Sensory DNA sa w zdecydowane;
wigkszos$ci przeznaczone do wykrywania w probce sekwencji komplementarnych. Proces
hybrydyzacji, ktory zachodzi w warstwie receptorowej sensora, zapewnia bardzo wysoka
selektywno$¢ rozpoznania sekwencji komplementarnej wsrod wielu réznych fragmentow
DNA, obecnych w probce.

Bardzo ciekawym kierunkiem badan, rozwijanym w ostatnich latach, sa funkcjonalne
kwasy nukleinowe. Tematyka ta obejmuje zastosowania DNA i RNA w nowych rolach, m.in.



jako receptory (aptamery) lub jako katalizatory (DNAzymy). Aptamery to krotkie fragmenty
DNA lub RNA, ktére maja zdolno$¢ do oddziatywania z r6znymi czastkami organicznymi lub
nieorganicznymi. Wynika to zar6wno z obecno$ci w strukturze kwaséw nukleinowych
atomOw donorowych, jak i ze zdolno$ci aptameréw do przyjmowania w przestrzeni
okreslonego ksztattu, zdefiniowanego przez sekwencjg oligonukleotydu.

Kwasy nukleinowe moga wigc pehié rolg receptoréw, a jedna z grup analitow, ktére
moga by¢ oznaczane z ich zastosowaniem, sa jony metali. Tematyka ta, jako nowa i bardzo
ciekawa, zainteresowala mnie, postanowilem wigc zaja¢ si¢ badaniami nad elektrodami
modyfikowanymi DNA, przeznaczonymi do oznaczania jonow metali cigzkich.

Istotng kwestia w opracowaniu elektrochemicznego sensora DNA jest zawsze sposob
generowania sygnalu pradowego. Mozliwe jest wykorzystanie wiasciwosci redox zasad
azotowych (najcze$ciej guaniny), redukcji lub utlenianiu moze ulega¢ analit zwiazany z
warstwa receptorowa, lub tez stosowane moga by¢ znaczniki redoksaktywne. W przypadku
sensorOw przeznaczonych do oznaczania jondw metali cigzkich, najbardziej oczywiste
wydaje si¢ wykorzystanie ich wtasciwosci redukujaco-utleniajacych. Jednakze w przypadku
badanych przeze mnie sensorow elektrochemicznych takie postgpowanie nie zawsze jest
optymalne. Zbyt skrajne potencjaly przykiladane do elektrody pracujacej modyfikowanej
DNA moga powodowaé desorpcje warstwy receptorowej, a wigc uszkodzenie sensora.
Dlatego postanowitem w swoich badaniach skorzysta¢ ze znacznika redoks — bigkitu
metylenowego (MB). Zaproponowalem nowatorski sposdb uzyskiwania sygnatu
analitycznego, polegajacy na pomiarze roznicowym. Schemat takiego pomiaru przedstawiono
na Rys. 1. W pierwszym etapie mierzony jest prad dla elektrody modyfikowanej
oligonukleotydem, zanurzonej w odpowiednim elektrolicie zawierajacym MB. Nastgpnie
elektroda jest zanurzana w probce zawierajacej oznaczany jon oraz MB. Jony metali silnie
oddziatujace z oligonukleotydem wypieraja czg¢$¢ czasteczek bigkitu z warstwy receptorowe;j,
a wigc prad pochodzacy od MB mierzony po ustaleniu si¢ rownowagi jest nizszy. Jest to
zwiazane z dodatnim tadunkiem zaréwno kationéw metali, jak i bigkitu metylenowego.
Sygnatem analitycznym jest wigc zmiana wielkosci pradu dla MB, rejestrowanego dla
badanego sensora przed i po kontakcie z oznaczanym jonem metalu. Zaletami takiego uktadu
sa: mozliwo$¢ zastosowania znacznika dajacego sygnat pradowy przy mozliwie niskim
potencjale oraz zmniejszenie wpltywu niedokladnosci w przygotowaniu elektrody i
immobilizacji DNA na powtarzalno$¢ wynikow z uwagi na réznicowy charakter pomiaru.
Wada tego uktadu jest brak mozliwosci wykorzystania potencjatu przytozonego do elektrody
do poprawy selektywnosci analizy, a wigc jedynym czynnikiem decydujacym o selektywnos$ci
pozostaje oddziatywanie warstwy receptorowej ze sktadnikami probki.
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Rys. 1. Schemat ro6znicowego pomiaru sygnatu analitycznego, wykorzystywanego w
niniejszej pracy. Kolor niebieski — znacznik; kolor z6tty — analit.




Jonem, ktérego oddziatywanie z DNA wykorzystalem do konstrukcji sensoréw
elektrochemicznych, byt kation Hg>". W literaturze pojawiaja si¢ informacje o silnym
wiazaniu jondow rteci miedzy dwiema zasadami tyminowymi. W tym przypadku
spodziewatem si¢ wigc wplywu sekwencji oligonukleotydu zaimmobilizowanego na
elektrodzie na odpowiedz sensora. Istotnie, badania wykazaty, ze odpowiedz
elektrochemiczna na jony rtgci generowana jest tylko w przypadku elektrod modyfikowanych
oligonukleotydami sktadajacymi si¢ jedynie z zasad tyminowych. W przypadku zastosowania
oligonukleotydow zawierajacych 33% oraz 0% zasad tyminowych, odpowiedz
elektrochemiczna na jony rtgci nie byta obserwowana, co widoczne jest na Rys. 2. Elektrody
modyfikowane oligonukleotydem 5°-SH-(CH,)6-(T)15-3” charakteryzowaly si¢ bardzo wysoka
selektywno$cia na jony rteci, wobec badanych jonéw przeszkadzajacych. Jedynie kation
uranylowy miat wyrazny wplyw na odpowiedZz elektrody, co nalezy tlumaczy¢
oddziatywaniem tego jonu z grupami fosforowymi, obecnymi w oligonukleotydach
niezaleznie od ich sekwencji.
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Rys. 2. Odpowiedz na jony Hg>" =zarejestrowana dla elektrod modyfikowanych
oligonukleotydami o r6znej zawartosci zasad tyminowych: 5'-SH-(CH,)s- AAA AAA AAA
AAA AAA -3' (0%), 5'-SH-(CH,)e- CGA CTG TGA ATT CGT -3’ (33%), 5’-SH-(CHz)¢-
ITTTTTTTT TTT TTT -3’ (100%).

Wykorzystujac spektroskopi¢ impedancyjna, sprawdzono celowo$¢ wprowadzenia
merkaptoheksanolu do warstwy receptorowej sensorow przeznaczonych do oznaczania jonow
rteci (Rys. 3). Stwierdzono, ze w monowarstwie mieszanej oligonukleotydy sa rzadziej
upakowane, co moze sprzyja¢ wnikaniu w strukture monowarstwy jonow Hg™" i tworzeniu
przez nie kompleksu z dwiema zasadami tyminowymi, znajdujacymi si¢ w sasiednich niciach
DNA. Ponadto, merkaptoheksanol blokuje fragmenty elektrody ztotej nie pokryte
oligonukleotydami, co zapobiega ewentualnej redukcji jonow rtgci w czasie pomiaru i
tworzeniu si¢ amalgamatu ztota. Na podstawie powyzszych przestanek, w dalszych badaniach
stosowano monowarstwy zbudowane z oligonukleotydu i merkaptoheksanolu.

Z uwagi na sposOb powstawania sygnalu analitycznego w badanych sensorach,
polegajacy na wypieraniu z warstwy receptorowej czasteczek znacznika (MB) przez jon rtgci,
czynnikiem istotnym dla parametrow analitycznych jest stgzenie MB w probce pomiarowe;.
W zwiazku z tym zmierzono odpowiedz sensora przy stalym stezeniu jonow rteci 1 réznych
stezeniach blgkitu metylenowego. Najwigkszy sygnat analityczny zarejestrowano przy
stezeniu MB wynoszacym 50 pmol L i takie stezenia znacznika stosowano w dalszych
badaniach.



a) L AR +) N A
m: ! 3500 U]
! b .
2000 -
2500
£ ]
= ] 2000
] )3 _E "
] L
? | s 10
[\l‘. '] ;‘ 1000
4 N s
0
500 1
c': i 1000
4 T T T T T
0 400 200 1200 1600 2000 2400 2800 3200 -1500

T T T F
0 1000 2000 3000 4000 5000 OO0 VOOD  8OOO  SOOO

Al
Z' [ ohm 7'/ ohm

Rys. 3. Wykresy Nyquista dla: a) elektrody modyfikowanej monowarstwa ssDNA; b)
elektrody modyfikowanej monowarstwa mieszana ssDNA/MCH. 1) elektroda bez
modyfikacji; II) elektroda modyfikowana monowarstwa; III) elektroda modyfikowana
monowarstwa po inkubacji w roztworze zawierajacym 5 pmol L™ HgCl, przez 30 min.

Procesy elektrodowe, prowadzone w warunkach hydrodynamicznych, a wigc gdy
dominujacym sposobem transportu czasteczek w elektrolicie jest konwekcja wymuszona,
charakteryzuja si¢ znacznie bardziej wydajna wymiang masy na granicy faz
elektroda/elektrolit, niz procesy prowadzone w warunkach stacjonarnych. W zwiazku z tym,
wykonano krzywe kalibracji opracowanych sensorow zaréwno w warunkach stacjonarnych,
jak 1 dynamicznych (z mieszaniem probki zawierajacej jony rteci). W warunkach
stacjonarnych dolna granica oznaczalnosci dla jonéw rteci wyniosta 70,2 nmol L™, co jest
wartoscia zbyt wysoka do praktycznych zastosowan sensora. W  warunkach
hydrodynamicznych zarejestrowano znacznie nizsza wartos¢ dolnej granicy oznaczalnosci,
wynoszaca 4,63 nmol L (Rys. 4). Warto$¢ ta jest nizsza niz maksymalne dopuszczalne
stezenie jondw rteci w wodzie pitnej, ustalone przez US Environmental Protection Agency na
poziomie 0,002 mg L™ (okoto 10 nmol L") Mozliwos$¢ zastosowania opracowanego sensora
do oznaczania rteci w probkach rzeczywistych sprawdzono, dokonujac analizy
certyfikowanego materialu odniesienia. Otrzymany wynik (3,51 pmol L) dobrze zgadza sig
ze stezeniem deklarowanym przez producenta (3,00 umol L™).
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Rys. 4. Krzywa kalibracji na jony rteci dla elektrody ztotej modyfikowanej oligonukleotydem
o sekwencji 5'-SH-(CHy)e- TTT TTT TTT TTT TTT -3'".




Szczegodlnie ciekawa wydaje si¢ mozliwos$¢ oznaczania jonéw metali z zastosowaniem
aptameréw. W przypadku tej grupy oligonukleotydéw, sekwencja zasad jest istotna nie tylko
z uwagi na specyficzne oddzialywania zasad z analitem (np. jonem metalu), ale takze poprzez
wpltyw sekwencji na przestrzenny uktad nici oligonukleotydu. Aptamery moga bowiem
tworzy¢ uklady przestrzenne, preferujace swym ksztaltem i wielkoscia oddziatywanie z
okreslong czasteczka. Jedna z najczgsciej opisywanych w literaturze sekwencji aptamerowych
jest aptamer wiazacy trombing (thrombin binding aptamer — TBA). Najwazniejszym
elementem strukturalnym tego receptora sa dwa rdwnolegte kwartety guaninowe. Z uwagi na
opisane w literaturze znaczne powinowactwo jonow otowiu do zasady guaninowej, cieckawym
wydato si¢ sprawdzenie, czy mozliwe jest opracowanie sensora elektrochemicznego do
oznaczania jonéw Pb>", wykorzystujacego TBA w warstwie receptorowej. Dla poréwnania
prowadzono badania z elektrodami modyfikowanymi oligonukleotydem o takiej samej
dlugosci 1 losowej sekwencji TBAC. Badania elektrochemiczne z zastosowaniem tak
przygotowanych elektrod pozwolily stwierdzi¢, ze sekwencja TBA wykazuje, zgodnie z
oczekiwaniem, znaczna selektywno$¢ wobec jonéw olowiu, podczas gdy sekwencja losowa
daje znikoma odpowiedz na te jony. Wyniki te przedstawiono na Rys. 5. Wigksze
wyeksponowanie zasad guaninowych sprawia, ze MB, majac znaczne powinowactwo do
guaniny, silniej oddzialuje z aptamerem w konformacji kwadrupleksu niz w ukladzie
liniowym. Mierzalnym efektem takiej sytuacji jest wzrost pradu pochodzacego od bigkitu
metylenowego, rejestrowany przy wzrastajacym stgzeniu jonoOw otowiu w probce. W
przypadku opisywanych wczesniej sensordw przeznaczonych do oznaczania jonéw Pb*",
wraz ze wzrastajacym st¢zeniem analitu sygnal malat. Przeprowadzone pomiary spektroskopii
impedancyjnej wskazuja, ze struktura przestrzenna aptameru tworzy si¢ dopiero w obecnosci
jonéw otowiu (tzw. dopasowanie indukowane, Rys. 6).
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Rys. 5. Selektywno$¢ elektrod modyfikowanych oligonukleotydami: a) TBA, b) TBAC.



Lo wble,

Rys. 6. Schemat dziatania sensora jonow otowiu zawierajacego aptamer.

Podobnie jak dla pozostalych badanych przeze mnie sensorow DNA, przeznaczonych
do oznaczania jonow metali cigzkich, w sensorze jonow otowiu zastosowatem monowarstwe
mieszana, w sklad ktorej wchodzit oligonukleotyd (aptamer) oraz merkaptoheksanol. Tak
przygotowany sensor zastosowano do oznaczania otowiu w probkach wody wodociagowej,
do ktorej dodano Pb(NOs), w stezeniu 1 pmol L™, Wynik analizy tak przygotowanej probki z
zastosowaniem sensora DNA, wynoszacy 0,99 upmol L', §wiadczy o mozliwosci jego
wykorzystania do analizy probek rzeczywistych.

Opracowany sensor charakteryzowal si¢ dolna granica oznaczalnosci dla jonow
olowiu wynoszaca 34,7 nmol L' (Rys. 7). Jest to warto$¢ nizsza od maksymalnego
dopuszczalnego stezenia jondw Pb>" w wodzie pitnej, ustalonego przez US Environmental
Protection Agency (0,015 mg L, 72 nmol L"), nalezy jednak stwierdzi¢, Ze nie jest ona
satysfakcjonujaca na tle innych elektrochemicznych metod oznaczania otowiu. Dlatego tez
podjatem prace nad obnizeniem dolnej granicy oznaczalnos$ci tych sensoréw, migdzy innymi
poprzez zastosowanie innego znacznika redoks.
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Rys. 7. Krzywa kalibracji na jony olowiu dla elektrody zlotej modyfikowanej
oligonukleotydem TBA.

W kolejnym etapie badan, celem obnizenia dolnej granicy oznaczalnos$ci, do generacji
sygnatu pradowego uzyto anionowy znacznik — sél sodowa kwasu antrachino-2-sulfonowego
(AQMS). W przeciwienstwie do znacznikow kationowych, dostep znacznikow anionowych
do powierzchni elektrody jest ograniczony, a dopiero dodatek metalu silnie wiazacego si¢ z
kwasami nukleinowymi zmniejsza site¢ odpychania elektrostatycznego, czeSciowo
kompensujac ujemny ladunek oligonukleotydow. Tym samym znacznie wigcej czasteczek
markera dociera do powierzchni elektrody i dochodzi do przyrostu sygnatu pradowego, ktory
jest proporcjonalny do st¢zenia jonéw metalu (Rys. 8).

%o
® 0%0%¢

Jer .

Rys. 8. Schemat dzialania biosensora selektywnego na jon metalu, z oligonukleotydowa
warstwa receptorowa i anionowym znacznikiem redoksaktywnym.
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Podobnie jak w przypadku kationowego MB, wstepne pomiary prowadzono dla
elektrod modyfikowanych TBA w odpowiednim elektrolicie o pH 4,0 zawierajacym AQMS.
Jednak, zaro6wno przed jak i po inkubacji w roztworze jonéw otowiu, nie zaobserwowano
zadnych zmian w wielko$ci pradu pochodzacego od znacznika. Najprawdopodobniej w
warunkach pomiaru dochodzito do protonowania znacznika, w zwiazku z czym utracil on
swoj anionowych charakter. Zatem w kolejnym etapie pomiary prowadzono w roztworze o
pH 6,0. Warto$¢ ta byta optymalna zaré6wno dla znacznika, ktory zachowywat swoj anionowy
charakter, a takze dla jonéw otowiu, ktore w tym srodowisku nie wytracaly si¢ z roztworu w
postaci wodorotlenku. Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzaja postulowany mechanizm
dzialania biosensora, bowiem po inkubacji w roztworze jonéw otowiu, ktore silnie oddziatuja
z kwasami nukleinowymi, dochodzi do przyrostu sygnatu pradowego pochodzacego od
AQMS, zwigzanego z warstwa receptorowa (Rys. 9).

5,
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Rys. 9. Woltamperogramy zarejestrowane technika DPV dla elektrod zlotych
modyfikowanych TBA: (I) pomiary w buforze TRIS pH 6,0 o stezeniu 50 mmol-L",
zawierajacym AQMS o stezeniu 1 mmol-L”; (II) pomiary w tym samym roztworze
zawierajacym Pb”" o stezeniu 1 pmol-L™

W kolejnym etapie, celem poprawy parametrow analitycznych opracowanego
biosensora, sprawdzono wptyw dlugosci nici oligonukleotydowej oraz sekwencji zasad w
tancuchu na odpowiedz elektrod. Doniesienia literaturowe méwia o wysokim powinowactwie
jonow otowiu do zasad guaninowych. W przypadku pierwszej badanej sekwencji — TBA
(15n) — zawarto$¢ guanin wynosita 60%. Tak tez bylo w przypadku dluzszej (20n) losowo
dobranej sekwencji Random 1. Jednak wyzsza zmiang sygnalu pradowego — przed i1 po
inkubacji w roztworze jonéw otowiu — zaobserwowano dla TBA (A=1,91 dla TBA, A=1,54
dla Random 1), co najprawdopodobniej jest zwiazane z formowaniem si¢ G-kwadrupleksu po
kontakcie z Pb>". Kolejno do pomiaréw uzyto sekwencje Random 2 o dtugosci 15 zasad w
tanhcuchu 1 znacznie nizsze] zawartoSci guanin, wynoszace] tylko 20%. Wyniki
przeprowadzonych badan jednoznacznie wskazuja na najwyzszy — w przypadku Random 2 —
przyrost sygnatu pradowego (A=2,77).

Nastepnie podjeto probe wyznaczenia zaleznosci zmian wielkosci pradu w funkcji
stezenia jondw otowiu. Zaobserwowano przyrost sygnatu wraz ze wzrostem st¢zenia jonOw

11



olowiu a otrzymane wyniki przedstawiono na wykresie (Rys. 10). Dla wszystkich badanych
sekwencji udato si¢ wyznaczy¢ liniowy zakres odpowiedzi. Dla elektrody modyfikowane;j
Random 1, dolna granica oznaczalno$ci wynosita 69,0 nmol'L™ i warto§¢ ta byta okoto
dwukrotnie wyzsza niz dla sensora z TBA (33,0 nmol-L™"). Najlepszymi parametrami pracy
charakteryzowala si¢ elektroda wykorzystujaca Random 2 w warstwie receptorowej, dla
ktorej zakres liniowej odpowiedzi zostat przesunigty w strong nizszych st¢zen, z dolng granica
oznaczalnoéci na poziomie 4,2 nmol-L"'. Uzyskane wyniki poréwnano z warto$ciami stalej
dysocjacji dla kompleksu oligonukleotyd — Pb*", obliczonych wg modelu Scatcharda, a
uzyskane warto$ci potwierdzaja wysokie powinowactwo Random 2 do Pb*" (TBA: Ky =
0,1393 mol'L'l; Random 1: K4 =0,2578 mol-L'l; Random 2: K4=0,0116 mol-L'l).

3 A

Random 1

(1-lo) /1o

Random 2

0 0.2 04 0.6 0.8 1
C Pb**[pumol dm™]

Rys. 10. Poréwnanie krzywych kalibracji na jony Pb>" dla elektrod ztotych modyfikowanych
oligonukleotydami: Random 1 (20 zasad), Random 2 (15 zasad) oraz TBA (15 zasad).

W kolejnym etapie zbadano rowniez selektywnos¢ opracowanych biosensorow (Rys
11). Uzyskane wyniki dla kazdej z sekwencji sa zadowalajace, bowiem nie zaobserwowano
znacznych interferencji ze strony jondéw metali cigzkich, takich jak kadm czy uranyl. Nalezy
podkresli¢, ze prezentowana selektywnos$¢ dotyczy catej metody — procedury pomiarowej
wraz z zastosowanymi odczynnikami 1 parametrami — a nie tylko monowarstwy powstatej w
wyniku immobilizacji nici oligonukleotydowych na powierzchni elektrody. Warto zwroci¢
uwage na fakt, iz w warunkach pomiaru (pH 6) wiele z badanych jonow straca si¢ dzigki
czemu liczba potencjalnych interferentow maleje.
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Rys. 11. Selektywno$¢ elektrod modyfikowanych oligonukleotydami TBA, Random 1 i
Random 2 (w tej kolejnosci). Stezenie kazdego z jonéw wynosi 10 pmol-L”, pomiary
wykonano w roztworze buforowym TRIS, pH 6,0, zawierajacym AQMS o stgzeniu 1
mmol-L™".

Metale cigzkie nie sa jedynymi waznymi analitami, mozliwymi do oznaczania z
zastosowaniem elektrod modyfikowanych aptamerami. W literaturze mozna odnalez¢é
informacje na temat kilku aptameréw, wykazujacych oddzialywanie z kationem potasowym.
Oznaczanie tego jonu jest szczegdlnie wazne w probkach klinicznych, potas petni bowiem w
organizmie istotna rolg, uczestniczac w regulacji ci$nienia krwi, pracy migsni, dziataniu
enzymow oraz utrzymaniu wlasciwego pH.

Tabela 1. Porownanie stalych dysocjacji (K4) dla komplekséw potasu z badanymi
sekwencjami aptamerowymi.

Aptamer Kg, pmol-L™
TBA 1,13
AG3 5,03

PS2M 1,49

W pierwszym etapie badan dokonano wyboru sekwencji aptamerowej, ktora najlepiej
nadaje si¢ do konstrukcji sensora. W tym celu obliczono state dysocjacji kompleksow trzech
wybranych aptameréw z jonem potasu (Kq4). Na podstawie tych wartosci, zebranych w Tabeli
1, mozna stwierdzi¢, ze najsilniejsze oddziatywanie z K~ wykazuje TBA — aptamer
zaprojektowany pierwotnie do wiazania trombiny. Ma to niewatpliwie zwiazek z dwoma
kwartetami guaninowymi, ktére sa tworzone przez ten aptamer. Elektrody zmodyfikowane
TBA zostaly nastgpnie poddane badaniu technika woltamperometrii cyklicznej w roztworach
o roznym stgzeniu jonéw potasu. Jako znacznik redoks zastosowano w tych pomiarach bigkit
metylenowy. Na Rys. 12 widoczny jest wyrazny spadek pradu pochodzacego od MB, wraz ze
wzrostem stgzenia jonow potasu. Efekt ten jest spowodowany zmniejszaniem si¢
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sumarycznego tadunku ujemnego warstwy receptorowej, wywotanym przez wiazanie przez
nig jonéw potasu. W zwiazku z tym st¢zenie kationowego znacznika redoks (blekitu
metylenowego) przy elektrodzie spada, co prowadzi do spadku sygnatu pradowego. Rysunek
11 przedstawia takze krzywa kalibracji opracowanego sensora dla jondw potasu. Jej odcinek
prostoliniowy zawiera si¢ w zakresie od 10® do 10° mol'L™", a wartos¢ dolnej granicy
oznaczalnosci wynosi 2,31 10 mol-L™.

0mM

0 2 4 6 8 10 12
K* concentration, mM

'5 T T T T T T T

-0.6 -0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0.0

E,V
Rys. 12. Woltamperogramy cykliczne dla elektrody zlotej modyfikowanej TBA,
zarejestrowane w roztworach KCI o stezeniach w zakresie 10 do 10 mol L™; w roztworze
obecny byt blekit metylenowy w stezeniu 1 umol L. Inset: zalezno$é pradu anodowego od
stezenia jonow K.

Badaniami objgto takze selektywno$¢ opracowanego sensora wobec wybranych jonéw
metali z pierwszej 1 drugiej grupy ukladu okresowego. Najsilniejszy efekt przeszkadzajacy
zaobserwowano dla jonow litu i magnezu, natomiast jony sodu praktycznie nie wywotuja
odpowiedzi sensora. Wyniki badan selektywnosci przedstawiono na Rys. 13.
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Rys. 13. Selektywnos¢ elektrod modyfikowanych oligonukleotydem TBA. Stgzenie kationow
jonéw metali wynosito 10 mmol L™, pomiary w roztworze buforowym TRIS zawierajacym 1
umol L™ blekitu metylenowego.
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Fig. 14. Wykresy Nyquista dla elektrody ztotej modyfikowanej oligonukleotydem TBA w
roztworach o stezeniu KCl w zakresie 10° do 102 mol L™. Pomiary wykonane w roztworze
buforowym TRIS, pH 7,4, zawierajacym biekit metylenowy w stezeniu 1 pmol L™,

Oddziatywanie potasu z TBA badane bylo takze z zastosowaniem spektroskopii
impedancyjnej (Rys. 14). Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem stezenia K~ w roztworze spada
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opor przeniesienia tadunku na powierzchni elektrody. Moze to by¢ spowodowane zmiana
konformacji aptameru pod wplywem oddziatywania z jonami potasu, co powoduje
zmniejszenie grubos$ci warstwy receptorowe;.

Podsumowujac t¢ czg§¢ badan nalezy stwierdzi¢, ze sekwencje oligonukleotyddéw
tworzacych warstwy receptorowe sensorow elektrochemicznych, przeznaczonych do
oznaczania jondw metali, maja znaczny wplyw na ich selektywno$¢. Podobne wnioski mozna
wyciagna¢ z przegladu publikacji innych grup badawczych, zajmujacych si¢ ta tematyka.
Przeglad taki, ktorego jestem wspolautorem, ukazal si¢ w czasopi$mie Current Analytical
Chemistry, publikujacym gléwnie eksperckie artykuty przegladowe ze wszystkich dziedzin
chemii analityczne;.

Jak wykazano powyzej, aptamery moga stuzy¢ do oznaczania jondw metali. Jednakze
ich najczestszym polem zastosowan jest analiza zwiazkéw o znaczeniu biologicznym.
Interesujaca grupa takich zwiazkdéw sa neuroprzekazniki, a spos$rdd nich dopomina (DA).
Zwiazek ten jest jednym z podstawowych neuroprzekaznikow z grupy katecholamin, odgrywa
kluczowa role w organizmie czlowieka wptywajac m.in. na uktad sercowo-naczyniowy, uktad
nerwowy oraz hormonalny. Najwigksze ilosci dopaminy znajduja si¢ w mozgu (50 pmol-L™)
a jej rednie stezenie w ludzkim organizmie zawiera si¢ w zakresie od 10™® do 10 mol-L™.
Nieprawidlowy poziom dopaminy moze by¢ zwiazany z rozwojem powaznych chorob o
podiozu neuronalnym, takich jak choroba Parkinsona, choroba Huntingtona, ADHD czy
choroba Alzheimera. Dopamina jest wykrywana przy uzyciu réznorodnych technik, w tym
HPLC czy spektrometria mas, jednak techniki te sa czasochtonne i wymagaja kosztownego
sprzgtu. Dlatego tez jednym z wyzwan jest opracowanie selektywnych i czutych metod, ktore
moga by¢ stosowane do oznaczania dopaminy w ztozonych prébkach biologicznych, takich
jak krew lub surowica.

W proponowanym przeze mnie rozwiazaniu, ktore pozwoli na stosunkowo szybkie
oznaczenie dopaminy, jako warstwg receptorowa elektrochemicznego biosensora
zastosowano 57-merowy aptamer DNA, selektywny na dopaming (DBA). W opisanych do tej
pory pracach, do wytwarzania sygnatu pradowego, celem poprawy m.in. dolnej granicy
oznaczalnos$ci a takze zakresu prostoliniowej odpowiedzi, wykorzystywane byty znaczniki
redoks. Jednak badania wstgpne wykazaty, iz nie ma liniowej zaleznos$ci migdzy zmiana
sygnatu pradowego pochodzacego od biekitu metylenowego a stezeniem dopaminy.
Najprawdopodobniej w trakcie inkubacji elektrod w roztworze znacznika dochodzito do
formowania si¢ dupleksu w obre¢bie dtugoniciowej pojedynczej nici oligonukleotydowej 1 MB
wigzal si¢ z warstwa receptorowa nie tylko poprzez elektrostatyczne oddziatywanie, lecz
roOwniez poprzez interkalacj¢ wewnatrz podwdjnej nici DNA. Zatem wyniki tych badan
wykluczyly mozliwo$¢ zastosowania znacznika redoks do oznaczania dopaminy. W zwiazku
z tym, podj¢to proby wykorzystania pradu utlenienia dopaminy jako sygnatu analitycznego

= &0 |

Rys. 15. Schemat mechanizmu dziatania biosensora selektywnego na dopaming.
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Celem wyeliminowania niespecyficznych oddziatywan dopaminy z warstwa
receptorowa, zastosowano wypetniacz MCH, ktory blokowat fragmenty elektrody ztotej nie
pokryte oligonukleotydami, co uniemozliwiato adsorpcj¢ dopaminy na przetworniku.
Sprawdzono réwniez wplyw czasu inkubacji modyfikowanych elektrod w roztworze
dopaminy 1 najwigkszy przyrost sygnatu pradowego zaobserwowano dla 5-minutowe;j
inkubacji polaczonej z mieszaniem. Przeprowadzono réwniez analogiczne pomiary dla
elektrody modyfikowanej losowo dobrana sekwencja o tej samej dlugosci, co sekwencja
aptamerowa (57 zasad). Zarejestrowany sygnal byl okoto 2-krotnie nizszy i wynikat jedynie z
elektrostatycznego oddziatywania pomigdzy ujemnie naladowana warstwa receptorowa a
analitem. Nalezy zwroci¢ uwage na fakt, iz w przypadku sekwencji aptamerowej na
dopaming, obok oddzialywan elektrostatycznych, po kontakcie z dopamina dochodzi do
specyficznego przestrzennego dopasowania nici oligonukleotydowej do badanego analitu, co
wplywa na wysokie powinowactwo sekwencji aptamerowej wobec dopaminy.

W kolejnym etapie wykonano pomiary z uzyciem spektroskopii impedancyjnej w
roztworze anionowego znacznika. Na wykresie Nyquista (Rys. 16), w obszarze wysokich
czgstotliwosci obserwowany jest wzrost oporu, zwigzany z odpychaniem pomigdzy ujemnie
natadowana warstwa receptorowa a ujemnie natadowanym znacznikiem. Kolejno, po
inkubacji w roztworze dopaminy, mimo czg$ciowej kompensacji ujemnego tadunku warstwy
receptorowej, warto§¢ oporu wzrosta, co mozna wytlumaczy¢ skompleksowaniem dopaminy
przez warstwe receptorowa i1 uformowaniem zawady sterycznej, ktora ograniczala dostep
znacznika do powierzchni elektrody.
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Rys. 16. Wykres Nyquista dla elektrody niemodyfikowanej (I), elektrody modyfikowanej
DBA/MCH przed (II) i po (IIT) 5-minutowej inkubacji w 1 mmol-L™ roztworze dopaminy, pH
7,4. Wszystkie pomiary wykonywano w 50 mmol-L™" roztworze Tris-HCI zawierajacym 0,5
mol-L™ NaCl, 5 mmol-L™! MgCl, przy potencjale 0,2 V.

Podj¢to réwniez probe wyznaczenia zalezno$ci pomigdzy pradem utlenienia dopaminy
a jej stezeniem (Rys. 17). Stwierdzono, ze zalezno$¢ ta jest liniowa w zakresie stezen od 0,05
do 1 mmol'L" a opracowany biosensor pozwala na oznaczenie dopaminy na poziomie 26,8
umol'L". Dla wyzszych stezen dopaminy ( > 1 mmol-L") zaobserwowano wyplaszczenie
krzywej kalibracji zwiazane najprawdopodobniej z catkowitym wysyceniem warstwy
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receptorowej. Sprawdzono roéwniez selektywno$¢ zaprojektowanego sensora. Jedyne
interferencje zarejestrowano tylko w przypadku adrenaliny (wielko$¢ pradu byta ponad 3-
krotnie mniejsza niz dla dopaminy), ktéra w warunkach pomiaru (pH 7,4) jest dodatnio
natadowana (pK, 8,55), a tym samym jest przyciagana przez ujemnie natadowana warstwe
receptorowa. Dodatkowo wiazanie adrenaliny przez aptamer na dopaming moze mie¢ zwigzek

z oddzialywaniem m — m pomigdzy adrenaling a aromatycznymi pier§cieniami zasad
nukleinowych.
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Rys. 17. (a) Krzywa kalibracji na dopaming dla elektrody ztotej modyfikowanej DBA; (b)
Selektywno$¢  elektrody = modyfikowanej DBA  wobec  typowych  zwiazkow
przeszkadzajacych.

Tak przygotowany sensor zastosowano do oznaczania dopaminy w probce serum,
ktora przygotowano przez 100-krotne rozcienczenie. Wynik analizy tak przygotowanej probki
z zastosowaniem sensora DNA, wynoszacy 2,47 pA +/- 0,29 pA, zawieral si¢ w zakresie
prostoliniowej odpowiedzi sensora i odpowiadat st¢zeniu dopaminy rownemu 0,85 +/- 0,10
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mmol'L™, co $§wiadeczy o mozliwosci wykorzystania zaprojektowanego sensora do analizy
probek biologicznych.

W ostatnim etapie prowadzonych badan nad zaprojektowaniem sensora do oznaczania
dopaminy w probkach biologicznych, podjeto proby poprawy parametréw analitycznych
poprzez modyfikacj¢ powierzchni elektrody zredukowanym tlenkiem grafenu, nanoczastkami
ztota oraz DBA. Przeprowadzone pomiary z uzyciem spektroskopii impedancyjnej
potwierdzity, ze dochodzi do wiazania dopaminy przez warstwg receptorowa i udato si¢
wyznaczy¢ liniowa zalezno$¢ sygnatu pradowego utleniania dopaminy od jej stgzenia w
zakresie od 5 do 75 umol-L™. Poprawie ulegta rowniez selektywno$é sensora a takze dolna
granica oznaczalnosci, osiagajac warto$é 3,36 pmol-L™.

Dziatanie dotychczas opisanych przeze mnie sensorow DNA polegato na wiazaniu
wybranego analitu przez warstwe receptorowa DNA. Mozliwe sa jednak uktady, gdzie
dzialanie analitu polega na niszczeniu warstwy receptorowej, a pomiar elektrochemiczny
dostarcza informacji o stopniu jej zniszczenia. Mozna w ten sposdb oznaczaé substancje
zdolne do cigcia nici DNA. Jedna z takich substancji sa zwiazki chromu.

Chrom(III) jest niezbednym do zycia mikroelementem, zmniejszajac ryzyko zawatu
serca i rozwoju miazdzycy czy tez ulatwiajac przenikanie glukozy z krwi do komérek. Z kolei
chrom(VI), nawet w niewielkiej ilosci, wptywa szkodliwie na zdrowie cztowieka poprzez
dziatanie toksyczne, mutagenne 1 kancerogenne. Chrom(VI), oddzialujac z DNA, wywotuje
zmiany w jego strukturze m.in. powodujac uwolnienie zasad azotowych lub cigcie nici DNA,
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do stanow chorobowych, w tym choréb nowotworowych.
Stad tez rozwd¢j tanich i szybkich metod, pozwalajacych na oznaczanie zwiazkow
powodujacych degradacj¢ DNA na niskim poziomie stezen, jest niezwykle istotny.

Degradacja DNA spowodowana przez zwiazki chromu(VI) moze by¢ monitorowana
elektrochemicznie poprzez zmiany wielkosci pradu utleniania adeniny i guaniny. Jednak ze
wzgledu na niskie warto$ci rejestrowanego pradu, zdecydowano si¢ na uzycie w pomiarach
znacznika redoks — kationowego bigkitu metylenowego (MB). Sensor przygotowano poprzez
adsorpcje podwdjnej nici DNA (dsDNA) na powierzchni elektrody z wegla szklistego.
Zaproponowano nastepujacy mechanizm odpowiedzi sensora: po inkubacji elektrod w
roztworze znacznika, obserwowany jest wysoki prad pochodzacy od MB. Z kolei po inkubacji
w roztworze K,CrO4, dochodzi do cigcia dsDNA, tym samym mniejsza ilos¢ markera jest
wiazania przez warstweg receptorowa, co generuje spadek sygnatu pradowego (Rys. 18).
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Rys. 18. Schemat mechanizmu dziatania sensora do badania degradacji DNA.
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Kolejno podjgto proby optymalizacji metody immobilizacji dtugoniciowego dsDNA
na powierzchni przetwornika a takze sprawdzono wptyw pH oraz czasu inkubacji elektrod w
roztworze K,CrO4 na odpowiedz sensora.

Pomiary wykonywano dla elektrod modyfikowanych dsDNA na przetworniku z wegla
szklistego oraz na elektrodzie zlotej z zastosowaniem monowarstwy ztozonej z cysteaminy,
ktorej dodatni tadunek oddziatywal z ujemnie natadowanym dsDNA. Najwigksza zmiang
sygnatu pradowego (pochodzacego od MB) przed i po 30-minutowej inkubacji w roztworze
K,CrOy4, zaobserwowano dla pH 3,0 (dla pH 4,5 oraz 6,0 odpowiedz elektrod byta znikoma).
Kolejno sprawdzano wpltyw czasu inkubacji (w pH 3,0) na odpowiedz elektrod. Najwicksza
zmiang sygnatu pradowego zaobserwowano dla 60-minutowego czasu inkubacji, jednak w
tym przypadku odnotowano najwyzsze odchylenie standardowe. Z kolei dla 30- oraz 45-
minutowego czasu inkubacji, odpowiedz elektrod byta porownywalna, stad tez zdecydowano
si¢ na 30-minutowa inkubacje elektrod w roztworze K,CrO,. Przeprowadzono takze pomiary
z uzyciem spektroskopii impedancyjnej. Po inkubacji elektrod w roztworze K,;CrOs,
zaobserwowano wzrost oporu zwiazanego z przeniesieniem tadunku miedzy czasteczkami
znacznika z roztworu a powierzchnig elektrody. Prawdopodobne jest, ze po cigciu dsDNA
przez K,CrOy, krotsze nici dsDNA uformowaly gesciej upakowana warstwe. Dodatkowo,
przytozony do elektrody dodatni potencjal (+0,2 V) przyciagatl i mocniej wiazal ujemnie
natadowana warstwe receptorowa, co spowodowato ograniczona mobilno$¢ nici DNA na
powierzchni przetwornika, co skutkowalo wzrostem oporu przeniesienia tadunku.

Kolejno badano wplyw substancji o charakterze redukujacym na zdolno$¢ Cr(VI) do
trawienia DNA (Rys. 19), istnieja bowiem doniesienia literaturowe mowiace o takiej
mozliwos$ci. Stwierdzono, ze dodatek kwasu askorbinowego (AA) do roztworu K,CrOs,
inhibuje destrukcyjne dziatanie Cr(VI), bowiem zmiany w wielko$ci zarejestrowanego pradu
MB po inkubacji w mieszaninie K,CrO4:AA byly mniejsze (poréwnujac z wynikami dla
KyCrOy4). Z kolei H,O, okazal si¢ by¢ mniej efektywnym czynnikiem o charakterze
destrukcyjnym niz K,CrO4 a jego dodatek do mieszaniny K,CrO4 oraz AA, inhibowat
aktywnos$¢ AA.
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Rys. 19. Poréwnanie zmian wielko$ci pradu MB dla elektrod modyfikowanych dsDNA, po
inkubacji w 1 mmol-L a) K,CrOy4, b) KyCrO41 AA, ¢) KyCrOs4, AA 1 HyO,, d) KyCrOy4 1
HzOz, e) HzOz.

(14-12)/14

Ostatnim etapem prowadzonych badan byto wyznaczenie zalezno$ci zmian pradu,
rejestrowanych dla elektrody modyfikowanej dsDNA, a stezeniem K,CrO4 (Rys. 20).
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Stwierdzono liniowy przebieg krzywej kalibracji w zakresie od 1 do 10 pumol-L™ K,CrOy (dla
wyzszych stgzen dochodzilo do wyplaszczenia krzywej kalibracji, bgdacej wynikiem
wysycenia warstwy receptorowej).
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Rys. 20. Zalezno$¢ zmian wielko$ci pradu zwiazanego z redukcja MB w funkcji stgzenia
K,CrOy4 dla elektrody z wegla szklistego, modyfikowanej dsDNA. Pomiary wykonywano dla
30-minutowej inkubacji w roztworze K,CrOy4 (w 10 mmol-L™ Tris-HCI, pH 3.0).

Zastosowanie monowarstwy, ktora ulega czg$ciowemu strawieniu w trakcie analizy,
moze stuzy¢ do oznaczania réznorodnych analitow. Kolejnym przyktadem tej strategii jest
opracowany przeze mnie sensor do wyznaczania aktywno$ci enzyméw restrykcyjnych.
Enzymy te odgrywaja kluczowa role we wspotczesnej inzynierii genetycznej i diagnostyce
molekularnej. Ponadto, dysfunkcje niektorych enzyméw w organizmie sa taczone z ryzykiem
wielu chorob, w tym nowotworowych. Nie ulega wigc watpliwosci, ze wyznaczanie
aktywnosci enzymow restrykcyjnych to wazne zadanie analityczne. Najpopularniejszymi
metodami stosowanymi w tym celu sa: elektroforeza zelowa, wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC) oraz testy immunoenzymatyczne (ELISA). Metody te sa jednakze
dhugotrwate, pracochtonne, wymagaja takze drogiej aparatury. Dlatego tez zaproponowatem
nowa, elektrochemiczna metod¢ wyznaczania aktywno$ci enzymow restrykcyjnych,
polegajaca na pomiarze stopnia hydrolizy oligonukleotydow DNA zaimmobilizowanych na
elektrodzie, przez restryktazy obecne w probce.

W pierwszym etapie badan oceniono wydajno$s¢ immobilizacji oligonukleotydow
DNA na powierzchni oraz wydajnos¢ hybrydyzacji z zastosowaniem chronokulometrii. Jako
znacznik w tych pomiarach wykorzystano aminowy kompleks rutenu - Ru(NH;)s* ", wiazacy
si¢ z DNA w okre§lonej stechiometrii. Otrzymane wartosci: ggstos¢ monowarstwy
51+0,4x 10" czastek-em™ oraz wydajno$¢ hybrydyzacji 39,52+ 3,74 % pozostaja w
zgodzie z danymi literaturowymi.

Kolejne badania przeprowadzono w celu oceny wptywu substancji dodawanych
typowo do komercyjnych preparatow enzymow restrykcyjnych na monowarstwg DNA.
Badaniami objeto BSA, DTT, glicerol oraz TRITON X-100, a jako technik¢ pomiarowa
zastosowano spektroskopi¢ impedancyjna. Na podstawie poréwnania wykresow Nyquista,
zarejestrowanych przed i1 po inkubacji modyfikowanej elektrody w roztworze zawierajacym
badang substancjg, stwierdzono istotny wptyw detergentu TRITON X-100 na monowarstwe
DNA. Obserwowany spadek oporu przeniesienia tadunku R jest spowodowany wnikaniem
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czasteczek detergentu miedzy tancuchy oligonukleotydéw, co powoduje rozluznienie
struktury monowarstwy 1 utatwia dostgp znacznika do powierzchni elektrody. Na podstawie
powyzszych wynikéw, do dalszych badan jako enzym modelowy wybrano endonukleaze¢
Pvull, ktorej forma handlowa nie zawiera detergentow.

Wybrany enzym rozpoznaje fragment DNA o sekwencji 5> -CAGCTG- 3’ i przecina
go w potowie. W badaniach zastosowano dwie sekwencje, z rdéznie umieszczonym
fragmentem rozpoznawanym przez endonukleazg Pvull. Sekwencje dsDNA zostaty
zaimmobilizowane na elektrodzie ziotej, a efekty trawienia enzymatycznego oceniano na
podstawie pomiaréw z zastosowaniem blekitu metylenowego jako znacznika redoks. Na Rys.
21 widoczny jest spadek sygnalu pradowego, zarejestrowany po dziataniu enzymu
restrykcyjnego na monowarstw¢ DNA, zaimmobilizowana na elektrodzie. Wynika on ze
zmniejszenia si¢, w wyniku dzialania enzymu, ilosci dsDNA na elektrodzie, co powoduje
spadek ilo$ci znacznika oddziatujacego z monowarstwa.
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Rys. 21. Woltamperogramy fali prostokatnej zarejestrowane dla elektrody modyfikowanej
monowarstwa dsDNA/MCH: a) przed oraz b) po reakcji enzymatycznej. Pomiary wykonano
w roztworze buforowym TRIS, pH 7.5, zawierajacym blekit metylenowy (50 pmol L™),
MgCl, (10 mmol L") oraz NaCl (50 mmol L.

W toku dalszych prac zbadano kinetyke reakcji enzymatycznej na powierzchni
elektrody. Rys.22 przedstawia zmiany pradu w zaleznosci od czasu inkubacji monowarstwy w
roztworze zawierajacym enzymy. Zarowno dla elektrod modyfikowanych sekwencja
posiadajaca miejsce restrykcyjne w potowie dhugosci, jak i w blizej elektrody, widoczne sa
znaczace zmiany sygnatu pradowego, zwigkszajace si¢ wraz z czasem inkubacji elektrody w
roztworze zawierajacym enzym. Dowodzi to stopniowego, niszczacego dziatania enzymu na
monowarstw¢ DNA, co skutkuje zmniejszeniem ilosci znacznika oddziatujacego z
monowarstwa i mniejszym pradem.
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Rys. 22. Kinetyka reakcji enzymatycznej na powierzchni elektrody zlotej modyfikowanej
monowarstwa dSDNA/MCH. Miejsce restrykcyjne umieszczone: a) przy 10 zasadzie, b) przy
5 zasadzie od konca 5’ oligonukleotydu. Aktywno$¢ enzymu Pvull wynosita 1 U/pL.

Ostatnim etapem badan bylo zbadanie mozliwosci wyznaczania aktywnosci enzymu
restrykcyjnego Pvull w roztworze. Na Rys. 23 przedstawiono zalezno$¢ zmiany sygnatu
pradowego, zarejestrowanego dla elektrody modyfikowanej monowarstwa dsDNA,
pozostajaca przez 15 minut w kontakcie z roztworem zawierajacym enzym restrykcyjny o
roznej aktywnos$ci. Liniowa odpowiedz sensora zaobserwowano w zakresie aktywnosci
enzymu od 0,25 do 1,50 U/uL. Co ciekawe, powyzej tego zakresu nie pojawito sig
spodziewane wyplaszczenie krzywej kalibracji. Zamiast niego widoczny jest spadek sygnatu
analitycznego. Prawdopodobna przyczyna tego zjawiska jest obecnos¢ w komercyjnym
preparacie enzymatycznym glicerolu. St¢zenie tego zwiazku w roztworach o aktywnosci
enzymu przekraczajacej 1,50 U/uL jest wyzsze niz 8%, co jest uwazane za warto$¢ mogaca
znacznie wplyna¢ na dzialanie enzymow restrykcyjnych. Nalezy jednak podkresli¢, ze
opracowanie sensora elektrochemicznego, umozliwiajacego szybkie i proste oznaczanie
aktywnosci endonukleazy, zakonczyto si¢ powodzeniem.
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Rys. 23. Krzywa kalibracji dla elektrod modyfikowanych monowarstwa dsDNA/MCH,
wobec aktywnosci enzymu Pvull. Czas inkubacji elektrod w roztworze enzymu wynosit 15
minut.

Podsumowanie

Gtownym zadaniem sensorow DNA jest oznaczanie istotnych sekwencji kwasow
nukleinowych, jednakze badania prowadzone w wielu osrodkach pokazuja, ze mozliwe jest
znaczne poszerzenie ilosci analitow dostepnych dla tego typu urzadzen. Omowiony przeze
mnie jednotematyczny cykl publikacji pt. ,,Elektrochemiczne biosensory z warstwami
receptorowymi zawierajacymi DNA” opisuje najciekawsze, w mojej ocenie, wykonane
przeze mnie badania dotyczace analitycznego wykorzystania elektrod modyfikowanych DNA.
Wykazatem réznorodno$¢ analitéw mozliwych do oznaczenia za pomoca takich elektrod,
umozliwiaja one bowiem oznaczanie zar6wno jondéw metali, neuroprzekaznikow, jak i
aktywnos$ci enzymow. Na uwage zastuguja takze r6zne mechanizmy oddzialywania analitu z
warstwa DNA: od wiazania go przez specyficzne sekwencje zasad, przez dopasowanie
przestrzenne nici DNA do ksztattu analitu, az do degradacji warstwy receptorowej przez
analit. Na tej podstawie mogg stwierdzi¢, ze moje prace stanowia istotny wkiad w nowa 1
ciekawa dziedzing chemii analitycznej.

W mojej ocenie, kolejne prace badawcze dotyczace sensoréw zawierajacych w warstwie
receptorowej] DNA, a w szczegodlnosci funkcjonalne kwasy nukleinowe, powinny dotyczy¢
przede wszystkim dalszego poszerzania zakresu analitéw, ktoére moga by¢ oznaczane z ich
zastosowaniem. W szczegdlnosci aptamery moga by¢ potencjalnie wykorzystane do
przygotowania sensoroOw selektywnych wobec analitow waznych klinicznie, takich jak
neuroprzekazniki czy markery nowotwordw. Dzigki selektywnosci, stabilnos$ci oraz tatwosci
syntezy aptamerdw, aptasensory moga by¢é w przyszlo$ci rownie popularnym i
wszechstronnym narzedziem analitycznym, jak obecnie sensory oparte na przeciwciatach.
Innym ciekawym kierunkiem rozwoju tego typu sensoréw jest niewatpliwie zastosowanie w
warstwach receptorowych analogow kwasow nukleinowych. Zwiazki te maja zdolno$¢ do
hybrydyzacji z naturalnym DNA i RNA, jednak sa odporne na dzialanie enzymow
restrykcyjnych, znacznie lepiej rozpoznaja takze mutacje punktowe. Z uwagi na te cechy,
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analogi kwasoéw nukleinowych sa szczegdlnie predestynowane do konstrukcji sensorow
przeznaczonych do analizy probek biologicznych oraz do pomiaréw in vivo. Duza
réznorodno$¢ struktur analogow kwaséw nukleinowych daje szerokie mozliwosci badawcze i
aplikacyjne.
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