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Wstep

Skuteczne zapewnienie bezpieczenstwa zywnoSci wymaga efektywnej oceny zagrozen
wynikajacych z niewlasciwego przygotowania, przechowywania badz dystrybucji surowcow
oraz gotowych produktow spozywczych [1]. Wsrod zidentyfikowanych czynnikow naj-
wigksze niebezpieczenstwo Stanowi zanieczyszczenie mikrobiologiczne. Niepozadane mikro-
organizmy moga przedosta¢ si¢ do produktu na dowolnym etapie jego przygotowania,
dostosowujgc si¢ do réznych warunkow $rodowiska i umozliwiajac sobie w ten sposob
przetrwanie, wzrost oraz wydzielanie toksycznych zwigzkéw chemicznych [2]. Wozrost
zagrozenia mikrobiologicznego wigze si¢ réwniez z globalizacjg przemystu spozywczego
(import z krajow, w ktérych moga wystegpowa¢ inne chorobotworcze Szczepy
mikroorganizméw), zmianami w nawykach zywieniowych (popularno$¢ zywnosci
niskoprzetworzonej, dlugotrwate przechowywanie w warunkach chlodniczych) czy starze-
niem si¢ spoleczenstw (spadek odpornosci immunologicznej konsumentow) [3]. Ponadto
niebezpieczenstwo wywoluje takze pojawianie si¢ nowych drobnoustrojow patogennych
o rosnagcej istotnosci jako czynniki etiologiczne (okreslanych mianem ,,emerging pathogens”).
Do tej grupy zaliczane sg miedzy innymi bakterie Aeromonas hydrophila wytwarzajace
szereg substancji szkodliwych dla zdrowia [4,5].

Zagrozenie mikrobiologiczne zywno$ci ma istotne znaczenie ze wzgledu na wysoka
czestotliwo$¢ wystepowania, szybko$¢ 1 skale rozprzestrzeniania, a w szczegdlnosSci
z powodu problemow w detekcji [6,7]. Konwencjonalne metody monitorowania skazenia
mikrobiologicznego wiazg si¢ z szeregiem niedogodno$ci. Czesto sg one zbyt dlugotrwate
i skomplikowane w wykonaniu [1,8]. Wspomniane cechy nie sprzyjaja wykorzystaniu tych
metod w efektywnych rozwigzaniach zapewniajacych bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci.
Rodzi to potrzebe poszukiwania alternatywnych sposobow szybkiego i wiarygodnego wykry-
wania niepozadanych mikroorganizméw w produktach zywnosciowych [6,9].

Wsrod nowoczesnych rozwigzan analitycznych pojawiaja sie metody detekcji patogenow
wykorzystujace techniki biologii molekularnej, biotechnologii oraz nanotechnologii. Jednym
z intensywnie rozwijanych podejs¢ jest proba wykrywania patogennych mikroorganizmoéw
poprzez oznaczanie specyficznych fragmentow kwaséw nukleinowych [2,10]. Intensyfikacji
prac nad ta metoda sprzyja dynamiczna rozbudowa elektronicznych baz bioinformatycznych

zawierajacych miedzy innymi duzy zbior sekwencji DNA mikroorganizméw. Nie bez znacze-
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nia jest takze rozwdj nanoinzynierii 0raz nowoczesnych materialow, ktore coraz doskonalej
nasladujg uklady biodetekcji naturalnie wystgpujace w przyrodzie [1]. WSsrod opracowy-
wanych metod wykrywania patogenow przez identyfikacje specyficznych fragmentow DNA
najczesciej wymienia si¢ techniki hybrydyzacji in situ z wykorzystaniem barwnikéw fluore-
scencyjnych, techniki oparte na tancuchowej reakcji polimerazy oraz inne obiecujace
rozwigzania, takie jak mikromacierze lub biosensory DNA [10].

Technologie biosensorowe sg rozwijane od okoto 50 lat. Wspotczesne biosensory
charakteryzuja si¢ 0 wiele wyzszym zaawansowaniem konstrukcyjnym i réznorodnos$cig
wykonywanych zadan od zaprezentowanej w 1962 roku przez L.C. Clarka i C. Lyonsa
tzw. ,elektrody enzymatycznej” — uznawanej za prekursora tego typu urzadzen [11].
Biosensory wykorzystujace w warstwie detekcyjnej czasteczki kwasow nukleinowych
znalazty zastosowanie zaréwno w wykrywaniu zwigzkéw oddzialujagcych z dang bio-
czasteczka, jak 1 w detekcji specyficznych fragmentow DNA lub RNA [12]. Drugie rozwig-
zanie moze by¢ zastosowane miedzy innymi do wykrywania w zywnosci czasteczek DNA
typowych dla genetycznie zmodyfikowanych organizméw lub wskazujgcych na zanie-
czyszczenie niepozadanymi drobnoustrojami. Wsrod biosensorow przeznaczonych do wykry-
wania specyficznych fragmentow DNA (lub RNA) na podstawie hybrydyzacji z sondami
molekularnymi szczego6lnie wazna jest konstrukcja warstwy detekcyjnej, ktora zapewniataby
wysokg wydajno$¢ oznaczenia [13]. Jednym z popularnych rozwigzan z tego zakresu jest
wykorzystanie samoorganizujacych si¢ monowarstw, ktore umozliwiaja uporzadkowane
i stabilne unieruchomienie sond w warstwie detekcyjnej biosensora [14]. Rownie wazny
dla dziatania urzadzenia jest efektywny i wiarygodny system detekcji hybrydyzacji. Wiele
korzysci przynosi wykorzystanie elektroaktywnych wskaznikow, ktore skutecznie rozrdzniaja
jedno- i dwuniciowe fragmenty DNA umiejscowione w warstwie detekcyjnej [12].

Celem niniejszej pracy jest skonstruowanie elektrochemicznego biosensora DNA
przeznaczonego do wykrywania fragmentow kwaséw nukleinowych specyficznych
dla mikroorganizméw patogennych wystepujacych w zywnosci. Jako docelowy DNA
zostal wybrany fragment genu aerolizyny — toksyny wytwarzanej przez bakterie Aeromonas
hydrophila. Konstrukcja warstwy detekcyjnej bedzie opieraé si¢ na wykorzystaniu
samoorganizujacej si¢ struktury tioorganicznych czasteczek na powierzchni elektrody zlote;.
Warstwe taka stanowi¢ beda zmodyfikowane alkilotiolowym Igcznikiem sondy DNA
oraz merkaptoalkoholowe czasteczKi strukturotworczego wypetniacza. System detekcji
reakcji hybrydyzacji zostanie oparty na wykorzystaniu elektrochemicznych wskaznikow

roznicujacych jedno- i dwuniciowy DNA unieruchomiony na powierzchni elektrody zlote;j.
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Glownym celem zastosowania gotowego biosensora bylaby analiza jako$ciowa tj. wykrycie
bakterii A. hydrophila w probkach Zzywnosci. Przy zapewnieniu odpowiedniej procedury
przygotowania probek opracowany system biodetekcji umozliwiatby przeprowadzenie

oznaczen ilosciowych danego patogenu.
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Czes¢ literaturowa

1. Zagrozenie zywnos$ci mikroflorg chorobotworcza

Badanie zywnos$ci pod wzgledem obecnosci mikroorganizméw patogennych jest jednym
z podstawowych narzedzi kontroli bezpieczenstwa produktow spozywczych [15,16].
Zywno$¢ stanowi doskonate §rodowisko rozprzestrzeniania réznorodnych mikroorganizmow
patogennych (wliczajac w to bakterie, wirusy i inne drobnoustroje) [5]. Mimo ciagle
ulepszanych technologii wytwarzania 1 dystrybucji produktow spozywczych, ktdére zmierzajg
do obnizenia mikrobiologicznego zagrozenia zdrowia konsumentow, dobrze znane od wielu
lat patogeny zanieczyszczajace zywnoscC, takie jak Salmonella spp., nadal stanowig powazny
problem [6]. Jest to zwigzane z wieloma czynnikami, wsrdd ktorych najczesciej wymieniane
sg dwie grupy przyczyn. Po pierwsze, istotne zagrozenie mikrobiologiczne wynika ze zmian
modeli zywieniowych konsumenta — jemy coraz bardziej réznorodne potrawy, najczescic]
w jak najmniejszym stopniu przetworzone oraz sposobu przygotowania zywno$ci
(intensyfikacja produkcji, ograniczone stosowanie konserwantow) [2,6,7]. Drugim istotnym
czynnikiem jest nabywanie przez mikroorganizmy nowych cech zwiekszajgcych
ich chorobotworczos¢ i/lub odporno$¢é na dziatania ograniczajace ich rozwdj [3,6,16].
Dodatkowo, powazne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnoS$ci stanowi grupa tzw. nowych
patogendéw o wzrastajgcej istotnosci (ang. emerging pathogens), ktore do tej pory
nie byly traktowane jako czynniki mogace wywolywac zatrucia pokarmowe. Wymieniane sg
tu miedzy innymi bakterie Listeria monocytogenes oraz Aeromonas hydrophila [4,5,17],
ktore potrafia doskonale rozwija¢ si¢ w produktach przechowywanych w warunkach
chlodniczych.

W trosce o zdrowie swoich obywateli organy ustawodawcze Polski i Unii Europejskiej
stworzyly szereg aktow prawnych regulujacych kwestie dotyczace bezpieczenstwa mikro-
biologicznego zywnosci. Podstawa kontroli stanu produktow spozywczych w naszym kraju
jest ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 roku o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia (Dz.U. 2006
nr 171 poz. 1225) wraz z pdzniejszymi zmianami [18]. Jest ona w pehi spdjna z postano-
wieniami rozporzadzenia (WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 sty-
cznia 2002 roku ustanawiajacego ogolne zasady i wymagania prawa zZywnosciowego, pOWO-

tujacego Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) oraz ustanawiajgcego
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procedury w zakresie bezpieczenstwa zywnosci (Dz.U. WE L 31 z 1.02.2002; Dz. U. UE
Polskie wydanie specjalne, rozdz. 15, t. 6, str. 463) [19]. Na podstawie ustawy z dnia
22 stycznia 2000 roku o ogdlnym bezpieczenstwie produktow (Dz. U. 2000 nr 15, poz. 179)
[20] utworzono w Polsce Krajowy System Informowania o Niebezpiecznych Produktach
Zywnosciowych. Od 2003 roku jest on czescia sktadowa Europejskiego Systemu Wczesnego
Ostrzegania o Niebezpiecznych Produktach Zywno$ciowych i Srodkach Zywienia Zwierzat
(RASFF) — podlegajacego wspomnianemu wczesniej Europejskiemu  Urzedowi
ds. Bezpieczenstwa Zywnosci. Obecnie Polski Punkt Koordynacyjny EFSA znajduje sie
w Glownym Inspektoracie Sanitarnym. Dodatkowo w Polsce obowigzuja postanowienia
rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2073/2005 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia
15 listopada 2005 roku w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych $rodkow
spozywczych (Dz.U. L 338 z 22.12.2005, str. 1) [21] oraz rozporzadzenie Komisji (WE)
nr 1441/2007 z dnia 5 grudnia 2007 roku zmieniajagce rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005
(Dz.U. L 322 z 7.12.2007, str. 12) [22]. W celu realizacji wymagan wszystkich
wymienionych aktow prawnych odpowiednie jednostki kontrolne nieustannie przeprowadzaja
badania stanu mikrobiologicznego dost¢pnych na rynku surowcoOw i produktow spozywczych.

Wedlug rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005 bezpieczenstwo zywnosci powinno by¢ za-
pewnione glownie poprzez podejScie zapobiegawcze, na przyklad wdrazanie rozwigzan
z zakresu Dobrej Praktyki Higienicznej (GHP) oraz procedur opartych na zasadach Systemu
Analizy Zagrozen i Krytycznych Punktéw Kontroli (HACCP). W ostatnich latach opraco-
wano szereg podobnych rozwigzan systemowych zmierzajacych do zapewnienia bezpie-
czenstwa zdrowotnego zywnos$ci. Wérdd najpowszechniejszych podejs¢ mozna wymienic:

— system zarzadzania bezpieczenstwem zywnos$ci oparty na normie ISO 22000,

— standardy zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci — BRC, IFS (opracowane na potrzeby
zrzeszen firm obrotu i handlu zywnoscia),

— standard zapewnienia bezpieczenstwa zywno$ci dla pierwotnej produkcji rolnej

GlobalGap.

Wymienione rozwigzania systemowe wymagaja najczgsciej szybkiej i jednoznacznej
detekcji zagrozen mikrobiologicznych w odniesieniu do surowcoéw, na wszystkich etapach
procesu wytwarzania artykutow zywnosciowych i w samym finalnym produkcie. Z racji
ograniczen konwencjonalnych metod identyfikacji patogendéw w Zywnosci przyczyniaja si¢
one do wyraznego wzrostu zainteresowania alternatywnymi narzedziami kontroli tego

zagrozenia [1,2,9].
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1.1. Skala zagrozen mikrobiologicznych zywnoS$ci

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) definiuje zatrucia pokarmowe jako schorzenia
0 charakterze zakaznym lub toksycznym wywotane przez czynniki, ktére przedostaja si¢
do organizmu wraz ze spozywang zywnos$cig [5]. Ogolna liczba przypadkow zatrué
pokarmowych wystepujacych rocznie na $wiecie jest bardzo trudna do ustalenia z wielu
przyczyn — miedzy innymi braku ujednoliconych definicji zakazen w poszczegolnych
zestawieniach statystycznych, nie zglaszania przypadkow zatru¢ lub nie wigzania ich
ze spozyciem skazonej zywnosci [23]. Na podstawie badan przeprowadzonych przez WHO
szacuje si¢, ze W 2008 roku z powodu choréb uktadu pokarmowego wywotanych zatruciem
zmarlo okoto 1,5 miliona os6b [24]. Dominujgca wigkszo$¢ wspomnianych przypadkow
wigzala si¢ ze spozyciem zanieczyszczonej mikrobiologicznie zywnosci. Zagrozenie to doty-
czy nie tylko stabo rozwinietych regiondw naszego globu. W krajach uprzemystowionych
procentowy udzial obywateli cierpigcych na zatrucia pokarmowe sigga do 30 % ogotu
populacji w uj¢ciu rocznym [1]. Przyktadowo, Centra Zwalczania i Zapobiegania Chordb
(CDC) funkcjonujgce w Stanach Zjednoczonych ustality, ze w samym 2007 roku stwierdzono
na terenie USA 21244 przypadkow zatru¢ pokarmowych, z czego 18 doprowadzito do $mierci
[25]. Wsrdéd przyczyn skazenia zywnosci wymieniano chorobotworcze wirusy (38%
przypadkoéw), bakterie (35%) oraz pasozyty uktadu pokarmowego (ponizej 1%). Oprocz
zatru¢ wywolanych skazeniem chemicznym (1%) 1 wieloma rdéznymi potgczonymi
czynnikami (3%) spora cz¢s$¢ przypadkow pozostata niewyjasniona wzgledem wywohujacych
je przyczyn (24%).

W Polsce informacje dotyczace zachorowan na choroby zakazne, zakazenia i zatrucia
sg obligatoryjnie przesytane przez stacje sanitarno-epidemiologiczne do Panstwowej Inspekc;ji
Sanitarnej (PIS), a nastgpnie przekazywane do Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego —
Panstwowego Zakladu Higieny (NIZP-PZH). Funkcjonujacy w ramach danej jednostki
Zaktad Epidemiologii wprowadza uzyskane w ten sposob dane do zasobdéw systemu
EPIMELD. Na podstawie informacji zgromadzonych w wyzej wymienionym systemie
przygotowane zostalo zestawienie (rys. 1) obrazujace skalg zatru¢ pokarmowych w Polsce
wywolanych przez bakterie chorobotworcze najpowszechniej wystgpujace w zZywnosci

W naszym Kraju.
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Zrddto: Opracowanie whasne na podstawie danych z NIZP-PZH [26]

Rysunek 1. Dane NIZP-PZH przedstawiajace ilo$¢ zatru¢ pokarmowych wywolanych skazeniem
bakteryjnym zywnosci w Polsce w latach 2004-2010.

Mimo iz w ostatnich latach obserwuje si¢ w Polsce malejacg ilos¢ odnotowanych zatrué¢
pokarmowych wywotanych przez bakterie chorobotwoércze, to problem zwigzany z mikro-
biologicznym zagrozeniem bezpieczenistwa zywno$ci wcigz pozostaje powazny (rys. 1).
Zatrucia bakteriami z rodzaju Salmonella spp. — 0siagajace obecnie poziom okoto 9 tysiecy
przypadkéw rocznie — nadal stanowig istotne zagrozenie dla zdrowia konsumentow.
Niepokojaca jest takze utrzymujgca si¢ na stosunkowo wysokim poziomie ilo$¢ zakazen
wywolanych bakteriami z rodzaju Staphylococcus spp. oraz stale rosnaca liczba przypadkow
zatru¢ patogenami z gatunku Campylobacter jejuni. Wigkszo$¢ analiz zwigzanych
z ustaleniem czynnika wywotujagcego zatrucie pokarmowe wykonywana jest metodami
konwencjonalnymi, ktore najcze$ciej wymagaja czasu i zaangazowania wykwalifikowanego
personelu. W zwigzku z utrudnieniami w identyfikacji bakterii patogennych niepokojaca
jest takze duza liczba przypadkow zatru¢, ktdre pozostaja bez wyjasnienia przyczyny

zachorowania (rys. 1). Dodatkowo z roku na rok odnotowuje si¢ w Polsce bardzo duzg liczbe
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wirusowych zakazen jelitowych wywolanych migdzy innymi przez rotawirusy oraz noro-
wirusy — w roku 2009 ogdtem 32660 przypadkow [26].

Zanieczyszczenie mikroflorg chorobotworczg zywnosci, ktéra wprowadzana jest na rynek
Unii Europejskiej, mozna oceni¢ postugujac si¢ danymi uzyskanymi z systemu wczesnego
ostrzegania o niebezpiecznych produktach zywnosciowych i $rodkach zywienia zwierzat
(RASFF). Pomimo malejacej w ostatnich latach liczby powiadomien alarmowych, ogo6lna
liczba zgloszen odnotowywanych od poczatku biezacego dziesigciolecia w systemie RASFF
stale wzrasta (rys. 2). Niepokojaca pozostaje takze zwiekszajaca si¢ ilos¢ powiadomien
informacyjnych, najczgsciej dotyczacych produktow zbadanych i zatrzymanych na granicy
Unii Europejskiej. Jest to szczegdlnie istotne z punktu widzenia bezpieczehstwa
mikrobiologicznego zywnosci. Przyktadowo w 2007 roku wsrod 81 tego typu powiadomien,
az 20 wigzalo si¢ ze skazeniem mikroorganizmami patogennymi, 19 — obecnosca
niezidentyfikowanej mikroflory, a 7 — zanieczyszczeniem mikrobiologicznym innego rodzaju
[27].

8000 - -
7000 - -
6000 -
5000 -

4000 - Pozostate powiadomienia

3000 - B Powiadomienia informacyjne
2000 -

1000 A
0 T T T T T T T T T 1
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B Powiadomienia alarmowe

llos¢ powiadomien w systemie RASFF

Rok

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie raportow RASFF z lat 2007-2009 [27-29]

Rysunek 2. Tlo$¢ przypadkéw zagrozenia bezpieczenstwa zywno$ci odnotowanych w systemie
RASFF w latach 2000-2009.

Analizujac dane zawarte w raporcie RASFF i dotyczace 2009 roku mozna zauwazyc,
ze jedna z najczestszych przyczyn powiadomien alarmowych odnotowanych w danym

systemie bylo skazenie Zywnosci przez potencjalnie patogenne mikroorganizmy — 112 przy-
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padkow na 565 zgloszonych [29]. Co piaty produkt rozpoznany jako niebezpieczny wigzat si¢
z wyzej wymienionym zagrozeniem (rys. 3A). Z kolei az 10% powiadomien alarmowych
dotyczylo znalezienia w badanej zywnosci mykotoksyn w iloSci zagrazajacej zdrowiu

konsumenta (59 przypadkow).

Legenda:

M (Potencjalnie) patogenne mikroorganizmy
L pykotoksyny

W rietale ciezkie

M Zanieczyszczenia przemysiowe

b Migracja

M Alergeny

W Dodatki do &ywnosci

L Miewtasciwy skiad

i Ciafa obce

Ll Pozostatosci lekow weterynaryjnych
H Pozostate

W Owoce i warzywa

H Ziota i preyprawy

H Orzechy, nasiona

H Dwoce morza

H Ryby

! Mlekoi przetwory mleczne

H Mieso (inne niz drdb)

M Mieso drobiowe

H Pasza dla zwierzat hodowlanych
H Pozostate

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie raportu RASFF za rok 2009 [29]

Rysunek 3. Struktura powiadomien alarmowych odnotowanych w systemie RASFF w 2009 roku
uporzadkowana pod wzgledem rodzaju zidentyfikowanego zagrozenia (A); podzial powiadomien
dotyczacych potencjalnie patogennych mikroorganizméw na poszczegélne grupy produktow,

ktorych dotyczyly (B).

Na podstawie zebranych w systemie RASFF danych mozna uznaé, ze prawie co trzecie
zgloszenie alarmowe Iaczylo si¢ ze stwierdzeniem niebezpieczenstwa ze strony produktow
zanieczyszczonych przez niepozadane mikroorganizmy chorobotwdrcze. Wérdd najczgscie]
wymienianych kategorii produktéow zywnosciowych skazonych patogennymi mikro-

organizmami wymienione zostalo migso drobiowe (15% powiadomien) oraz migso
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inne niz drob (14%) (rys. 3B). Stosunkowo czgsto dane zagrozenie wigzalo si¢
z zanieczyszczonymi mikrobiologicznie rybami (11% zgloszen) i owocami morza (9%).
Dodajac do wymienionych kategorii produktéw zgloszenia dotyczace mleka i przetworow
mlecznych, mozna zauwazy¢, ze ponad 50% powiadomien w systemie RASFF w 2009 roku
dotyczacych obecnosci potencjalnie patogennych mikroorganizméw w zywnosci odnosito si¢
do produktéw, ktére powinny by¢ przechowywane w warunkach chtodniczych lub w stanie
zamrozonym.

Dane opublikowane przez Swiatowa Organizacje Zdrowia oraz krajowe instytucije
zajmujgce si¢ monitorowaniem sytuacji epidemiologicznej w poszczegdlnych panstwach
(np. CDC, NIZP-PZH) wskazuja na bardzo istotng liczb¢ zatru¢ pokarmowych wywo-
tywanych co roku przez mikroorganizmy patogenne wystepujace w  zZywnosci.
Z kolei informacje gromadzone przez Europejski Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnosci
i zawarte w raportach systemu RASFF potwierdzaja znaczacy rozmiar zagrozenia
mikrobiologicznego dotyczacacego produktow zywnosciowych dostepnych na rynku Unii
Europejskiej. Wedlug opinii epidemiologow rzeczywista liczba zatru¢, za ktore odpo-
wiedzialne s3 mikroorganizmy, w kazdym roku dotyczy okolo 30% $wiatowej populacji

ludnosci [3].

1.2. Zatrucia pokarmowe o etiologii bakteryjnej

Zgodnie z nomenklatura Swiatowej Organizacji Zdrowia mianem zakazen i zatrué
pokarmowych (ang. foodborne diseases) okresla si¢ zespot chordb o charakterze zakaznym,
inwazyjnym lub toksycznym szerzacych si¢ za posrednictwem zywnosci [5]. Wérod objawow
tych schorzen najczgsciej obserwowane s3 roznego rodzaju niedogodnosci zoladkowo-
jelitowe: nudnosci, wymioty, bdle brzucha lub biegunka [3]. Moga wystapi¢ tez inne
zaburzenia zwigzane z goraczka lub obnizeniem cieploty ciala, ogélnym ostabieniem orga-
nizmu lub zaburzeniem krazenia [30,31]. Porownujac ilo$¢ zachorowan hospitalizowanych
1 $miertelnych wywolanych przez ro6zne czynniki patogenne mozna zauwazyc,
ze najwigksze zagrozenie dla zdrowia 1 Zycia konsumentéw stanowig chorobotwoércze
bakterie [3].

W zaleznosci od rozpoznanego czynnika etiologicznego bakteryjne zatrucia pokarmowe

mozna podzieli¢ na intoksykacje oraz infekcje. Intoksykacje sa wywotywane przez toksyny,
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ktore dzialajg niezaleznie od obecnosci samego drobnoustroju patogennego. Typowymi
intoksykacjami sg zatrucia jadem kielbasianym (wytwarzany przez bakterie Clostridium
botulinum) i enterotoksyng gronkowcowag (wydzielana przez Staphylococcus spp.) [30,31].
Infekcje sa wynikiem wtargniecia do organizmu gospodarza zywych komoérek bakterii
i ich dalszego rozwoju w tym organizmie [3]. W przypadku gdy zakazajace mikroorganizmy
wytwarzaja toksyny, mamy do czynienia z toksykoinfekcja. Przykladem zatrucia typu
zakaznego sa zatrucia wywolane przez pateczki Salmonella i inne pateczki z rodziny
Enterobacteriaceae [30].

Toksyny bakteryjne dzielg si¢ na dwie grupy w zalezno$ci od tego czy stanowig one
sktadnik komoérek drobnoustrojow, czy tez sg wydzielane do $rodowiska — odpowiednio:
endo- i egzotoksyny. W drugiej grupie mozna wyr6zni¢ poszczegdlne rodzaje substancji,
ktore charakteryzujg sie podobnym miejscem swojego dzialania. Sg to miedzy innymi
toksyny uszkadzajace blony, dzialajace wewnatrzkomdrkowo lub tez wywotujace nadmierng
odpowiedz immunologiczng [3]. Toksyny mogg by¢ jedyng przyczyng objawow
chorobowych lub naleze¢ do szerokiego wachlarza czynnikow patogennosci danej bakterii
[31].

Czas mijajacy od spozycia zakazonej zywno$ci do wystgpienia objawoOw zatrucia
pokarmowego zalezy od czynnika etiologicznego oraz indywidualnej podatnos$ci organizmu
konsumenta na zatrucie — wynosi on od kilku do kilkunastu godzin [23,30]. Patogenne
bakterie gramdodatnie sa zdolne do wytwarzania egzotoksyn, ktorych wigkszos¢ ulega
inaktywacji poprzez dziatanie temperatury powyzej 60°C, kwasow i enzymow trawiennych.
Wyjatkiem od tej reguly jest toksyna botulinowa oraz enterotoksyna gronkowcowa.
Obie substancje moga by¢ szkodliwe takze w formie doustnej i charakteryzuja si¢
odpornoscia na dzialanie wyzszych temperatur. Ogodlnie egzotoksyny wykazuja silng
toksyczno$¢, a ich dziatanie ujawnia si¢ dopiero po pewnym czasie, ktory moze wynies¢
od kilkunastu do kilkudziesigciu godzin. Porownujac egzo- i endotoksyny, te drugie wykazuja
sic mniejsza toksycznoscig. Sg one wytwarzane glownie przez bakterie gramujemne.
Endotoksyny wytrzymuja ogrzewanie w temperaturze 80 — 120°C przez godzing. Wigkszos¢
z nich jest rowniez odporna na dzialanie enzymow proteolitycznych. Chorobotworczosé tych
toksyn wiaze si¢ gldwnie z wywolywaniem u zakazonego pacjenta goraczki.

Oproécz toksycznosci, 0 chorobotworczosci poszezegolnych drobnoustrojow bakteryjnych
decyduja takze inne cechy, takie jak zakazno$¢ oraz inwazyjno$¢. Wilasciwosci mikro-
organizmOéw — ktore umozliwiaja im wywolanie choroby — s3g ogolnie okre§lane mianem

czynnikow patogennosci (wirulencji) [31]. Wsréd wspomnianych cech wymienia sig:
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umiejetnos¢ laczenia si¢ drobnoustrojow z komoérkami gospodarza, unikanie mechanizmow
obronnych lub zdolno$¢ wywolywania objawow chorobowych [3]. Stopien wirulencji
poszczegolnych bakterii uzalezniony jest takze od poziomu inwazyjnos$ci danego patogenu,
ktory opisuje jego mozliwosci do zainfekowania napotkanego gospodarza i wiazania
z komorkami docelowymi [31]. Zadanie to ulatwiaja miedzy innymi elementy budowy
komorek drobnoustrojow okreslane mianem struktur powierzchniowych — rzeski, fimbrie
oraz adhezyny.

Wsrod najpopularniejszych czynnikow etiologicznych odpowiedzialnych za wigkszo$¢
bakteryjnych zatru¢ pokarmowych wymienia si¢ W literaturze nast¢pujace mikroorganizmy:
Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens oraz Clostridium botulinum [1,3,5,6,16,31,32]. Oprocz przedstawionych powyze]
drobnoustrojow niebezpieczne sg takze oportunistyczne patogeny 0 rosnagcej istotnosci (ang.
emerging pathogens), ktore moga by¢ przenoszone za posrednictwem zywnosci. Wzrost ich
znaczenia jako czynnikow wywolujgcych zatrucia pokarmowe wigze si¢ najczescic]
ze zmianami przyzwyczajen zywieniowych oraz rozwojem technik diagnostycznych
mogacych je zidentyfikowa¢. Dodatkowo istotne sg takze zmienno$¢ genetyczna tych
mikroorganizméw oraz mozliwo$¢ nabywania genéw kodujgcych czynniki patogennosci [23].
Do grupy drobnoustrojéw chorobotworczych o rosngcym znaczeniu zalicza si¢ miedzy
innymi: Enterobacter sakazakii, Aeromonas hydrophila, Legionella spp., Mycobacterium
avium oraz Helicobacter pylori [3,5,17,23,31,33].

Literatura podaje szczegdlowe opisy poszczegdlnych  bakterii  patogennych
wystepujacych w zywnos$ci, zarowno tych uznawanych za niebezpieczne od wielu lat jak
i tych, ktorych znaczenie wzrosto w ostatnim czasie [3,4,6,16,17,23,31,33-35].
Wedtug danych epidemiologicznych gromadzonych przez Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny w Polsce najczgstsza przyczyng bakteryjnych
zatru¢ pokarmowych jest skazenie zywnosci przez pateczki Salmonella spp. [26]. Na dalszych
miejscach pod wzglegdem czestotliwosci wystepowania plasuja si¢ choroby wywotane
przez Staphylococcus spp. oraz Campylobacter jejuni (rys. 1). Nieco mniejsza ilos¢
przypadkéw — okoto 30 zachorowan rocznie — dotyczy zatru¢ pokarmowych wywotanych
przez bakterie  Clostridium  botulinum lub  Shigella spp. Dane gromadzone
przez system RASFF w 2009 roku potwierdzaja dominujaca role pateczek Salmonella spp.
jako najczesciej wystepujacej bakterii w mikrobiologicznie skazonej zywno$ci [29].

Na 335 powiadomien dotyczacych tego drobnoustroju najwigcej wigzato si¢ z r6znego
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rodzaju srodkami zywienia zwierzat (28%), migsem drobiowym (20%), migsem innym niz
drobiowe (15%) oraz ziotami i przyprawami (10%). Bardzo duza liczba powiadomien
(79 przypadkow w 2009 roku) dotyczyla takze skazenia zywnosci przez paleczki Listeria
monocytogenes — z czego ponad potowa odnosita si¢ do zanieczyszczonych mikro-
biologicznie ryb (rys. 4). Obecno$¢ Escherichia coli odnotowano w 35 produktach, z czego
wickszos¢ powiadomien odnosita si¢ do owocoOw morza. Wsrdd pozostatych, znaczacych
czynnikOw zanieczyszczajacych zywno$¢ mozna wymieni¢ takze bakterie Bacillus cereus
(gtéwnie odnotowane w daniach gotowych). Interesujace jest roéwniez spostrzezenie,
iz przypadki skazenia zywnosci przez Enterobacter sakazakii dotyczyty wylacznie zywnosci
dietetycznej (6 powiadomien). Pateczki Campylobacter spp. zanieczyszczaty z kolei glownie
migso drobiowe (5 powiadomien). W systemie RASFF w 2009 roku odnotowano takze
sporadyczne przypadki skazenia zywno$ci przez bakterie Mycobacterium tuberculosis,

Shigella sonei oraz Vibrio spp.

M Dania gotowe

Vibrio spp- 1 W Kakao, kawa, herbata
shigellasonei | & B Mieso (inne niz drobiowe)
Mycobacterium tuberculosis |1 Migso drobiowe
seria monocytogenes ] o & - = U Mleko i przetwory mleczne

B Orzechy, ziarna
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1 Owoce i warzywa
Enterobacter sakazakii 6 I
1 B Owoce morza
5
Campylobacter spp. Ryby

Bacillus cereus h?. B Zhoza i pieczywo
‘ ¢ £ 4

0 10 20 30 40 50 60 70 g0 WZiolaiprayprawy
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Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie raportu RASFF 2009 [29]

Rysunek 4. Rodzaje bakteriologicznych zagrozen (potencjalne patogeny bez Salmonella spp.)
odnotowanych w systemie RASFF w 2009 roku.
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1.3. Aeromonas hydrophila — charakterystyka zagrozenia

Rodzaj Aeromonas obejmuje gramujemne pateczki, ktore sa psychrofilne, katalazo-
dodatnie, oksydazo-dodatnie, nieprzetrwalnikujace oraz w przypadku wigkszosci gatunkow
wyposazone w aparat ruchu [32,36]. Bakterie te charakteryzujg si¢ ponadto chemoorga-
nicznymi wymaganiami zywieniowymi. Posiadaja one metabolizm funkcjonujacy zaréwno
w warunkach tlenowych jak i beztlenowych [23,37]. W ostatnim czasie badania DNA
tych mikroorganizméw doprowadzity do wyodrgbnienia Aeromonas sSpp. z rodziny
Vibrionaceae i przeniesienia do nowoutworzonej jednostki systematycznej — rodziny
Aeromonadaceae. Wedlug zmienionego podzialu taksonomicznego rodzaj Aeromonas
sktada sie¢ obecnie z 17 oddzielnych grup hybrydyzacyjnych oraz 14 fenotypowych gatunkow,
wsrod ktorych wymienia sie takze wybrany do badan A. hydrophila [38]. Charakterystyka
tego oportunistycznego patogenu oraz opis jego chorobotwoérczosci zostaly skrotowo
przedstawione w Kkarcie zawartej w poradniku WHO dotyczacym chorob wywotanych
zanieczyszczong zywnoscig — zamieszczonej w zatgczniku 1 [5].

Bakterie A. hydrophila naturalnie =zasiedlaja czyste i zanieczyszczone wody
powierzchniowe oraz osady denne. Latwo namnazajg si¢ w Sciekach, gdzie ich liczebnos¢
moze siega¢ 10° jtk/ml [39]. Powszechno$¢ wystepowania i duza zdolno$¢ adaptacii
do zmiennych warunkéw otoczenia sprawiaja, ze ten mikroorganizm potrafi zanieczyszcza¢
wiele réznorodnych produktéw spozywczych [4,40]. Drobnoustrdj ten byt izolowany miedzy
innymi z wody pitnej, warzyw, ryb, owocoéw morza, drobiu oraz migsa innego niz drobiowe
[23,41]. Zdolno$¢ rozwoju zardowno w srodowisku tlenowym, jak i beztlenowym pozwala
bakterii skolonizowa¢ produkty pakowane w modyfikowanej atmosferze [42]. Optymalng
temperaturg wzrostu A. hydrophila jest okoto 30°C, ale wiele szczepow potrafi rozwijaé si¢
w warunkach chiodniczych [5]. Populacja tych drobnoustrojow, obecnych w réznego rodzaju
produktach zywno$ciowych moze wzrosna¢ od dziesigciu do tysigca razy w ciggu 7 — 10 dni
przechowywania w temperaturze 5°C [42]. Jest to szczegblnie niebezpieczne, gdyz rozwdj
tych mikroorganizméw, przyktadowo w rybach stodkowodnych przechowywanych w lodzie,
nie powoduje zmian cech organoleptycznych danego produktu — mimo bardzo duzego
skazenia drobnoustrojem [43].

Obecnie A. hydrophila jest uznany za patogen 0 rosngcym znaczeniu, ktory moze
wywolaé zatrucie pokarmowe poprzez spozycie zanieczyszczenej nim zywnosci (zatacznik 1)
[5,17]. Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (USEPA, ang. United States Environ-

mental Protection Agency) umiescita ten mikroorganizm na liScie mikroorganizmow
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potencjalnie chorobotworczych, ktore skazaja wode — ang. Contaminated Candidate List
(CCL) [44]. Ponadto drobnoustroje z gatunku A. hydrophila sa uznawane za oportunistyczne
patogeny dla wielu, zarowno stalo- jak i zmiennocieplnych, zwierzat [37,45]. Glownymi
schorzeniami, ktore wywotluja te bakterie sg roznego rodzaju zatrucia pokarmowe. Moga one
charakteryzowa¢ si¢ fagodnymi objawami samoistnie ust¢pujacymi po kilku dniach lub przy-
bra¢ postac zatrucia zblizonego W przebiegu do czerwonki kojarzonej z bakteriami Shigella
spp. [40,46]. Bakterie A. hydrophila moga by¢ takze przyczyng innych schorzen
wystepujacych poza ukladem pokarmowym - bakteriemii, posocznic i infekcji ran
(takze infekcji po zabiegach medycznych) [23]. Mikroorganizm jest szczegodlnie
niebezpieczny w przypadku zatru¢ pokarmowych zdiagnozowanych u matych dzieci, osob
w podesztym wieku i o oslabionym uktadzie immunologicznym [33]. Odporno$¢ na wiele
antybiotykow, jaka stwierdzono dla licznych szczepow A. hydrophila, zwigksza problem
leczenia tego typu zakazen [41].

Infekcje wywolane przez A. hydrophila stanowig zagrozenie dla zdrowia ze wzglgdu
na zdolno$¢ tego drobnoustroju do wytwarzania szeregu toksyn i innych substancji
utatwiajgcych kolonizowanie organizmu gospodarza. Wsrod czynnikow wirulencji tej bakterii
wymienia si¢ mi¢dzy innymi rézne egzo- i endotoksyny, cytotoksyny, inwazyny, siderofory,
adhezyny oraz struktury tworzgce tak zwang warstwe S [47]. Biorgc pod uwage role wyzej
wymienionych czynnikow w wywolywaniu zatru¢ pokarmowych, szczegolne znaczenie maja
hemolizyny wydzielane pozakomoérkowo. Do grona tych zwigzkow zaliczana jest wytwarzana
przez A. hydrophila aerolizyna. Posiada ona wlasciwosci enterotoksyczne, cytotoksyczne
oraz hemolityczne [48,49].

Poszczegblne gatunki bakterii z rodzaju Aeromonas charakteryzuja si¢ zréznicowanymi
cechami wzrostu (biochemicznymi i fizjologicznymi) na podiozach mikrobiologicznych.
Utrudnia to wybdr uniwersalnych pozywek, ktore umozliwityby oznaczenie A. hydrophila
wyizolowanych z zywnos$ci [4]. Najczgéciej pozadang selektywnos$¢ uzyskuje sie dzigki
podtozom wzbogaconym w ampicyling i/lub $rodki inhibujace stosowane do hodowli bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae (np. sole zotciowe, zielen brylantowa) [50]. Uzyskane kultury
bakteryjne sa nastgpnie badane metodami biochemicznymi lub komercyjnie dostgpnymi
zestawami do identyfikacji mikroorganizméw. Metoda ta jest jednak czgsto zawodna.
Zestawy do biochemicznej identyfikacji bakterii gramujemnych (na przyktad API 20E, Vitek)
moga dawa¢ nieprawidlowe wyniki i myli¢ bakterie Aeromonas spp. z Vibrio spp. [51].
Pomijajac wspomniane utrudnienia, konwencjonalne metody detekcji A. hydrophila sa zbyt

zlozone 1 czasochlonne [4]. Wérdd proponowanych alternatywnych sposobow identyfikacji
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tego mikroorganizmu w probkach srodowiskowych i w zywnosci sprawdzone zostaty techniki
oparte na lancuchowej reakcji polimerazy (PCR) oraz wykorzystujagce immunodetekcje biatek
blony zewngtrznej (OMP). Standardowe procedury stosujace oba podejscia byly poréwnane
z metodami konwencjonalnymi w przypadku wykrywania Aeromonas spp. w probkach migsa
drobiowego i mleka [52]. Miedzy wynikami uzyskanymi w sposob tradycyjny i technikg PCR
zaobserwowano dobra korelacje. Oba rozwigzania umozliwity wykrycie pojedynczej komorki
chorobotworczej bakterii w 1 ml/g badanego produktu zywnos$ciowego. Z kolei detekcja
immunologiczna nie dawata pozytywnych rezultatow w probkach zawierajacych komorki
Aeromonas spp. w ilo$ci nie przekraczajacej 10° jtk na 1 ml/g produktu.

Techniki zwigzane z analiza DNA wydajg si¢ by¢ obiecujacym rozwigzaniem wsrod
rozwijanych metod detekcji bakterii A. hydrophila [51]. Wigkszo$¢ z nich do tej pory
skupiata si¢ na identyfikacji specyficznych sekwencji genu 16S rRNA [45,52,53] lub genow
kodujgcych toksyny — np. aerolizyng [52,54] lub hemolizyng¢ [55]. Technika PCR byta wyko-
rzystana przyktadowo do wykrywania A. hydrophila w przechowywanych w lodzie rybach
stodkowodnych [43], probkach zywno$ci sprzedawanej w sieciach handlowych [56]
oraz w surowym mleku [54]. W celu uproszczenia detekcji fragmentéw DNA specyficznych
dla danego patogenu produkty reakcji PCR oznaczano przy pomocy piezoelektrycznego
biosensora DNA [57]. Jednak procedura przygotowania tego urzgdzenia byla zbyt dlugo-

trwala i skomplikowana.

1.4. Metody wykrywania bakterii chorobotworczych w zywnoSci

Detekcja mikroorganizmoéw chorobotworczych wystgpujacych w produktach zywno-
Sciowych przeprowadzana jest z wykorzystaniem metod, ktére mozemy podzieli¢ na kilka
grup w zaleznos$ci od wlasciwosci drobnoustrojow ocenianych podczas ich identyfikacji [9].
Metody fenotypowe opieraja si¢ na analizie cech zewngtrznych badanych mikroorganizméow
przy uzyciu mikroskopu. Jednak oceniajac wytacznie podobienstwo komorek migdzy réznymi
filogenetycznie rodzinami nie mozna w sposob jednoznaczny zidentyfikowac poszczegdlnych
drobnoustrojow [8]. Metody biochemiczne wykorzystuja z kolei oceng produktow szlakow
metabolicznych charakterystycznych dla danych mikroorganizméw. Analiza metabolitow
poszczegolnych bakterii pozwala na ustalenie z duzym prawdopodobienstwem ich przyna-

lezno$ci taksonomicznej [35]. Bardziej doktadng identyfikacje drobnoustrojow patogennych
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obecnych w zywnos$ci mozna przeprowadzi¢ stosujac metody serologiczne oparte na uzyciu
przeciwcial specyficznych dla antygenéw danego mikroorganizmu. Testy immunochemiczne
sg takze czesto wykorzystywane do wykrywania toksyn wytwarzanych przez poszczegolnych
przedstawicieli chorobotworczej mikroflory [58]. Najbardziej precyzyjne metody identy-
fikacji bakterii oparte sg na badaniu materialu genetycznego drobnoustrojow przy pomocy
technik biologii molekularnej. Metody genetyczne pozwalaja na okreslenie przynaleznosci
gatunkowej danego mikroorganizmu — czgsto w potaczeniu z ustaleniem szczepu [8].

Opracowywane przez dekady konwencjonalne metody detekcji mikroorganizmow
funkcjonuja obecnie jako standardowe procedury oznaczania mikroflory chorobotworczej
w probkach zywnosci [59]. Mimo pewnych ograniczen nadal zapewniaja one oznaczenia
0 wysokiej specyficznosci i czutosci [1,60]. Identyfikacji bakterii dokonuje si¢ oceniajac
cechy morfologiczne 1 biochemiczne badanych mikroorganizméw. Oznaczenie zazwyczaj
sktada si¢ z kilku etapéw — przednamnazania, namnazania selektywnego 1 detekcji poszcze-
golnych drobnoustrojow. Pierwszy etap polega na posiewie wymazu z probki zywnosci
na podloze nieselektywne w celu zwielokrotnienia liczby mikroorganizmow (szczegolnie
istotne w przypadku wysoce przetworzonych produktow zywnosciowych). Nastepnie
uzyskana mieszanina przesiewana jest na podioze selektywne, ktore umozliwia namnozenie
i wyizolowanie badanego drobnoustroju jednocze$nie eliminujgc pozostate mikroorganizmy.
Ostatecznie przeprowadza si¢ identyfikacje poszukiwane] bakterii przy pomocy testow
biochemicznych i/lub serologicznych [58,61,62]. Glowna wada konwencjonalnych metod
detekcji mikroorganizmow patogennych w zywnosci jest ich praco- i czasochlonno$¢ —
uzyskanie wstepnych wynikow zajmuje zazwyczaj 2 — 3 dni, a petlne potwierdzenie wymaga
czesto 7 — 10 dni [1,35]. Dodatkowo Kklasyczne metody identyfikacji drobnoustrojow
wigza sie najczesciej z koniecznoscia zapewnienia odpowiedniego laboratorium oraz wykwa-
lifikowanego personelu [34,60]. Wspomniane utrudnienia uniemozliwiaja swobodne
wykorzystanie technik konwencjonalnych w powszechnej praktyce przemystowej [59].
Czesto, aby zwigkszy¢ ich efektywnos$¢, sa one ltaczone z innymi metodami detekcji
mikroorganizméw patogennych opartymi na w peli lub czgsciowo zautomatyzowanej
analizie DNA, wykorzystaniu przeciwciat lub innych czynnikow biochemicznych (0znaczenia
turbidymetryczne, impedymetryczne, mikrokalorymetryczne) [1,8,58].

Najprostsze modyfikacje konwencjonalnych sposobéw wykrywania bakterii chorobo-
tworczych wigzg si¢ z wykorzystaniem specjalnie wzbogaconych podlozy przystosowanych
do wykrywania poszczegdInych mikroorganizmoéw. Przyktadowo do detekcji bakterii Listeria

monocytogenes przygotowano podioza ONE Broth (oferowane przez firm¢ Oxoid), Listeria
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special broth (Bio-Rad) oraz Listeria Xpress broth (Bio-Méricux). Innym podejsciem
jest polaczenie metod konwencjonalnych z testami biochemicznymi, takimi jak na przykitad
testy API® (firmy Bio-Mérieux), BBL Minitek system (Becton Dickinson Microbiological
Systems) lub MicroLog™ (Biolog). Oznaczenie polega na prostych reakcjach chemicznych,
ktére zachodzg w podiozach wzrostowych. Czesto sa one powigzane z dodatkowa reakcja
chromogenng przeprowadzang po okreslonym okresie inkubacji. Podstawa tego typu detekcji
jest specyficznos$¢ przemian roznych zrodet wegla przez badane drobnoustroje oraz charakte-
rystyka innych szlakéw metabolicznych poszczegdlnych patogendow [15,58]. Odmiennym
proponowanym rozwigzaniem jest modyfikacja ptytkowej metody oznaczania ogolnej liczby
mikroorganizméw w produktach poprzez uzycie podloza typu Petrifilm™ (firmy 3M™) —
Ztozonego z podwoéjne] warstwy zawierajacej podloze wzrostowe i1 czynnik rozpoznajgco-
rdéznicujacy. W ten sposdb oznaczane mogg by¢ miedzy innymi bakterie wskaznikowe E. coli
w probkach wody [8]. Modyfikacja wspomnianej metody ptytkowej jest podstawg dzialania
wielu innych narzedzi do szybkiej identyfikacji mikroorganizmow, takich jak Compact Dry
(Nissui Pharmaceutical Co., LTD), SimPlate® (BioControl systems), TEMPO® (Bio-
Mérieux), Colilert® (IDEXX Laboratories) czy Soleris™ (Neogen) [59].

Metody immunochemiczne oparte na wykorzystywaniu przeciwcial, najprawdo-
podobniej jako jedyne techniki biodetekcji moga by¢ z powodzeniem stosowane do wykry-
wania zarowno komorek bakteryjnych, przetrwalnikow, wirusow jak 1 samych toksyn
wytwarzanych przez patogenne mikroorganizmy [1]. Specyficzno$¢ testow serologicznych
zalezy od specyficznosci uzytego przeciwciala — monoklonalnego, poliklonalnego
lub rekombinowanego [58]. Wsréd opracowanych procedur do wykrywania mikro-
organizméw patogennych mozna wymieni¢ przyktady immunochemicznego oznaczania
miedzy innymi bakterii A. hydrophila [52], E. coli [63,64], Salmonella spp. [65,66] lub tez
Listeria monocytogenes [67,68]. Najczgsciej serologiczna detekcja bakterii wykonywana jest
przy pomocy testu ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) przeprowadzanego
w sposob bezposredni lub tzw. metodg kanapkowg (ang. sandwich method) [58].
Oproécz prostych testow serologicznych w sprzedazy dostepny jest juz takze w pelni
zautomatyzowany zestaw do immunodetekcji mikroorganizméw chorobotwérczych VIDAS®™
(firmy Bio-Mérieux). Wsrod innych rozwigzan z zakresu immunochemicznego wykrywania
patogenow opracowano rowniez metody potaczone z wykorzystaniem bioluminescencyjnych
enzymow (BEIA ang. bioluminescent enzyme immuno-assay) [65], technik immuno-
magnetycznych (ELIMCL, ang. enzyme-linked immunomagnetic chemiluminescence) [63]

oraz testow aglutynacji [67]. Pomimo zdecydowanie mniejszej czasochlonnosci oznaczen
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serologicznych w poréwnaniu z konwencjonalnymi technikami detekcji patogendw,
dane rozwigzanie posiada takze kilka znaczacych niedogodnos$ci. Badania immunochemiczne
mogg mie¢ za niska czuto$¢ uktadu detekcji, obnizony poziom powinowactwa zastosowanego
przeciwciala wzgledem docelowego antygenu lub ulegaé¢ zakloceniom wywotanym przez
zanieczyszczenia badanej probki [1].

W ostatnim dwudziestoleciu nastapit intensywny rozw6j molekularnych metod detekcji
mikroflory patogennej opartych na analizie specyficznych sekwencji kwaséw nukleinowych
wyizolowanych z badanych drobnoustrojow. Szczegdlnie jest to widoczne w odniesieniu
do zmian, jakie wywotalty wyniki tego typu badan w taksonomii danych mikroorganizmow
[15]. Wsrod najintensywniej rozwijanych technik wykrywania patogennych mikro-
organizmow w zywnos$ci opartych na detekcji specyficznych fragmentéw DNA wymienia si¢
metody hybrydyzacji in situ (powigzane ze znacznikami fluorescencyjnymi), r6zne odmiany
tancuchowej reakcji polimerazy oraz rozwigzania analityczne wykorzystujace mikromacierze
lub biosensory DNA [10].

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH, ang. fluorescence in situ hybridization)
opiera si¢ na zastosowaniu krotkich oligonukleotydow (sond DNA), ktore sg komplementarne
wzgledem charakterystycznych dla analizowanego mikroorganizmu sekwencji RNA
oraz posiadajg na swoim koncu fluorescencyjny wskaznik [58]. Sonda DNA wigze si¢ specy-
ficznie z docelowymi fragmentami rRNA i umozliwia detekcje poszukiwanych mikroorga-
nizmow [69]. Hybrydyzacja sond z docelowym rybosomalnym RNA wykorzystywana jest
miedzy innymi w systemic Gene-Track (z fluorescencyjnym znakowaniem sondy)
oraz systemie Gene-Probe (z sondg znakowang estrem akrydynowym) [8].

Procedura oparta na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR, ang. Polymerase Chain
Reaction) zostata opracowana prawie 20 lat temu. Obecnie stanowi ona najpowszechniejsza
metode genetyczng, ktéra umozliwia identyfikowanie mikroorganizméw poprzez amplifikacje
fragmentow kwasoéw nukleinowych specyficznych dla danego drobnoustroju [1,15].
Oznaczenie opiera si¢ na powielaniu wybranych fragmentow nici DNA (lub RNA)
w cyklicznie zachodzacej reakcji z zastosowaniem termostabilnej polimerazy i odpowiednio
dobranych sekwencji starterowych. W odniesieniu do konwencjonalnych metod mikrobiolo-
gicznych technika PCR charakteryzuje si¢ o wiele wicksza efektywnoscig. Zapewnia ona
szybka 1 czulg detekcje nawet niewielkiej ilosci docelowych fragmentow kwasow
nukleinowych w badanej probce. Jednak z drugiej strony wykorzystanie reakcji PCR
do bezposredniego wykrywania mikroflory patogennej moze by¢ ograniczone ze wzgledu

na wrazliwo$¢ polimerazy na czynniki S$rodowiska, uzyskiwanie wynikow falszywie
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ujemnych, mozliwos$¢ otrzymywania wynikoéw falszywie pozytywnych, utrudniena zwigzane
z niemozno$cig odroznienia zywych drobnoustrojow od martwych lub z wpltywem
zanieczyszczenia badanych probek [70]. Mimo to, w literaturze zaprezentowano
wiele procedur detekcji bakterii chorobotworczych opartych na wykorzystaniu reakcji PCR.
Mozna wérdd nich wymieni¢ opracowania dotyczace na przyklad Aeromonas hydrophila
[52,55], Staphylococcus aureus [71], Listeria monocytogenes [72,73], Escherichia coli
O157:H7 [74] lub Salmonella spp. [75]. Bardzo uzyteczna odmiang opisywanej technologii
jest reakcja multiplex PCR, ktoéra umozliwia jednoczesne wykrywanie Kilku docelowych
fragmentéw kwaséw nukleinowych (poprzez zastosowanie wigcej niz jednego zestawu
starterow) [1]. Przyktadowo J.S. Kim wraz ze wspotpracownikami opracowal procedure
multiplex PCR, ktorg wykorzystat do rOwnoczesnego wykrywania bakterii E. coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus oraz Vibrio parahaemo-
lyticus [76]. Inng bardzo uzyteczna modyfikacja technologii tancuchowej reakcji polimerazy
jest pomiar ilosci produktow PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR),
ktory umozliwia bardzo szybkie uzyskanie ilosciowych wynikow detekcji patogenow [72,73].
Samo oznaczenie polega mi¢dzy innymi na wykorzystaniu sond wyznakowanych barwnikami
fluorescencyjnymi (np. sondy TagMan® Applied Biosystem), ktore wiaza si¢ z docelowymi
amplifikowanymi fragmentami kwasow nukleinowych [70,77]. Mimo oczywistych zalet
tej metody, nie potrafi ona rozrézni¢ zywych 1 martwych mikroorganizmow
zidentyfikowanych w badanej probce. Zadanie to mozna z kolei wykonaé stosujgc technike
RT-PCR (PCR odwrotnej transkryptazy, ang. reverse transcriptase) [1]. Odwrotna
transkryptaza (RT) prowadzi synteze jednoniciowego DNA z uzyciem matrycy mRNA
obecnego tylko w zywych komorkach RNA [70]. Jednym z przyktadow zastosowania
RT-PCR jest opracowana przez S. Yarona i K.R. Matthewsa procedura wykrywania zdolnych
do zycia komorek E. coli O157:H7 [78].

Oznaczenie specyficznych fragmentow kwasow nukleinowych zamplifikowanych
w reakcji PCR przeprowadzane jest zasadniczo przy uzyciu elektroforezy zelowej. Jest ona
tatwa i szybka do przeprowadzenia w laboratorium, ale jako rutynowe badanie stosowane
poza nim moze nastrgcza¢ wielu problemow [1]. Klopotliwe jest takze wykorzystanie
szkodliwych dla zdrowia barwnikoéw, ktore sg niezbedne do weryfikacji wynikow
elektroforetycznego rozdziatu fragmentéw kwasow nukleinowych [70]. Wyzej wymienione
przestanki sprawiajg, ze nadal aktualna jest potrzeba opracowania alternatywnych metod

prostej i jednoczesnie wiarygodnej detekcji mikroorganizméw chorobotworczych.
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Wsrod intensywnie rozwijanych rozwigzan sg takze inne sposoby oparte na wykrywaniu
hybrydyzacji fragmentéw kwaséw nukleinowych specyficznych dla oznaczanych patogenow
[10]. Duzo uwagi skupiajg na sobie migdzy innymi mikromacierze DNA. Z technicznego
punktu widzenia sg one zbiorem sond molekularnych unieruchomionych w warstwie
detekcyjnej urzadzenia tworzacym dwuwymiarowy uklad mikroskopijnych miejsc hybry-
dyzacji z docelowymi fragmentami kwasow nukleinowych [79,80]. Znaczacym zaintere-
sowaniem cieszy si¢ takze intensywny rozwoj roéznego rodzaju technik biosensorowych,
ktore takze wykorzystuja specyficzne powinowactwo sond DNA wzgledem poszukiwanych
odcinkéw kwaséw nukleinowych. Badane fragmenty sa specyficzne dla wykrywanych
mikroorganizméw lub gendéw kodujacych ich czynniki chorobotworczosci [1,9,62,81].
Niniejsza praca jest poswiecona przygotowaniu tego typu biosensora DNA,
ktory na podstawie detekcji hybrydyzacji bytby zdolny do wykrywania mikroorganizméw

patogennych w zywnosci.

2. Biosensory

Zgodnie z nomenklaturg Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej 1 Stosowanej (IUPAC,
ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) mianem sensora chemicznego
okresla si¢ urzadzenie, ktore przeksztalca informacj¢ chemiczng na analitycznie przydatny
sygnat — w odniesieniu zarowno do st¢zenia poszczegodlnego sktadnika probki, jak i analizy
sktadu tej mieszaniny. Sensor jest zazwyczaj zbudowany z dwoch podstawowych elementow
— chemicznego (czasteczkowego) systemu rozpoznania oraz fizykochemicznego przetwornika
[82]. Biosensor stanowi urzadzenie wykorzystujace specyficzng reakcj¢ biochemiczna,
w ktorej uczestniczg wyizolowane enzymy, uklady immunologiczne, tkanki, organelle
lub cate komorki, w celu wykrycia docelowych substancji — zazwyczaj poprzez uklad
elektryczny, termiczny lub optyczny [81]. Biosensor opierajacy si¢ ha zastosowaniu
specyficznych wiasciwosci kwasow nukleinowych (NA, ang. nucleic acids) zaliczany jest
takze do rodziny sensoré6w chemicznych. Jego dzialanie polega na przeksztalceniu bodzca
(bio)chemicznego pochodzacego od oznaczanej substancji, ktéra oddziatuje z czasteczkami
NA, na analitycznie przydatng informacje. Uzyskany w ten sposob sygnal moze dotyczy¢
zarowno rodzaju i stezenia oznaczanej substancji, jak i chemicznej struktury kwasow

nukleinowych i/lub jej zmian [12].
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2.1. Zasada konstrukcji biosensora

Biosensor jest urzadzeniem analitycznym, ktérego praca opiera si¢ na przeksztatceniu
wyniku reakcji biologicznej na sygnat analityczny. W jego budowie wyrdznia si¢ dwa podsta-
wowe komponenty (rys. 5) — warstwe detekcyjng wyposazong w element dokonujacy rozpo-
znania biologicznego oraz przetwornik, ktory wytwarza mierzalny sygnal proporcjonalny
do badanej wlasciwosci 0znaczanej substancji. Jako pracujace w warstwie detekcyjnej
bioreceptory wykorzystywane sa najczgSciej enzymy, przeciwciata, kwasy nukleinowe,
tkanki, komorki, organelle lub cate mikroorganizmy. Z kolei w roli przetwornika moze by¢
uzyty optyczny, elektrochemiczny, piezoelektryczny, termometryczny, magnetyczny lub
mikromechaniczny uktad, albo kombinacja jednego lub wigkszej ilosci wymienionych

rozwigzan [1].

oznaczane
substancje '

przetwornik

‘. sygnat

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [82,83]

Rysunek 5. Schemat konstrukcji biosensora.

Pomiar przy uzyciu biosensora najczesciej opiera si¢ na trzech podstawowych etapach
[11,83,84]. W pierwszej kolejnosci, sktadnik biologicznie czynny rozpoznaje z odpowiednig
specyficznoscig oznaczany zwigzek. Nastepuje reakcja zachodzaca w warstwie detekcyjnej
urzadzenia. Nastepnie fizykochemiczny efekt tej reakcji jest przeksztalcany za pomoca
przetwornika w mierzalny sygnal. Ostatni etap polega na przetwarzaniu uzyskanej
odpowiedzi analitycznej i wigze si¢ migdzy innymi ze wzmocnieniem i/lub rejestracja
otrzymanego sygnatu.

Klasyfikacja biosensorow opiera si¢ najczesciej na dwoch podstawowych parametrach
jego budowy: systemie biodetekcji oraz typie przetwornika. Bioragc pod uwage pierwsze
wymienione Kryterium najpopularniejszymi rozwigzaniami sg biosensory wykorzystujace
specyficzne reakcje: antygen-przeciwciato, enzym-substrat (czasem takze z uwzglednieniem

kofaktora) lub oddzialywania czasteczek DNA (lub RNA) miedzy soba (hybrydyzacja

Strona 22



komplementarnych fragmentéw kwasow nukleinowych) albo ze zwigzkami chemicznymi
zmieniajacymi ich naturalne wtasciwosci. Inne techniki biosensorowe oparte migdzy innymi
na zastosowaniu calych komérek lub syntetycznych ukladéw biomimetycznych (nasladu-
jacych czasteczki biologicznie czynne) sa w znacznej mierze koncepcjami o wiele mniej
rozwinigtymi niz pierwsze trzy uklady [1]. Systemy biodetekcji wykorzystujace
oddziatywanie antygen-przeciwcialo funkcjonuja na zasadzie zblizonej do ukladu zamku
i klucza. Trojwymiarowa struktura obu czasteczek pasuje do siebie idealnie. Bioragc pod
uwage te specyficzng wilasciwos$¢ oraz rdznorodnos¢ budowy poszczegdlnych przeciwciat
mozliwe jest odnalezienie takiej czgsteczki, ktora bedzie zdolna do wysoce specyficznego
faczenia si¢ z dowolnym docelowym antygenem. Spostrzezenie to ma swoje odzwierciedlenie
w ogromne] liczbie opracowanych sensoréw immunologicznych, ktoére sa przeznaczone
do wykrywania r6znego rodzaju zwigzkoéw chemicznych, czasteczek biologicznie czynnych
lub komorek mikroorganizmow [1]. Wsrod biosensoréw wykorzystujacych przeciwciala
jako czynnik rozpoznajacy i przeznaczonych do wykrywania drobnoustrojow chorobo-
tworczych warto wymieni¢ uklady przystosowane do wykrywania bakterii E. coli O157:H7
[85], Salmonella typhimurium [86] lub Bacillus spp. [87].

Enzymy wykorzystywane w warstwie detekcyjnej biosensora mogg pehié¢ rézne funkcje.
Sa one stosowane zaréwno jako element rozpoznajacy, ktéry funkcjonuje samodzielnie,
jak 1 wspomagajg dzialanie innego receptora np. przeciwciata, kwasu nukleinowego [88].
Szczegbdlnie popularnym rozwigzaniem jest znakowanie enzymatyczne przeciwciat,
CO jest czesto uzywane zamiast wprowadzania znacznikéw radioizotopowych lub fluore-
scencyjnych [63]. Czasteczki enzymow zapewniajg wysoka czulo$¢ biosensora, mozliwo$é
bezposredniej wizualizacji wynikOw oznaczenia oraz stabilno$¢ uktadu biodetekc;ji.
Rozwigzanie to ma jednak tez swoje ograniczenia w postaci wieloetapowego procesu
0znaczania oraz mozliwosci wystgpienia zaklocen ze strony endogennych enzymow [1].

Trzecig grupe czasteczek, ktora jest wymieniana w gronie najczesciej wykorzystywanych
w warstwach detekcyjnych biosensorow, stanowig kwasy nukleinowe. Szczegdlowy opis
technik biodetekcji opartych o specyficzne wiasciwosci tej biologicznie czynnej struktury
zostat zamieszczony w dalszej czg$ci pracy.

Oceniajac biosensory pod wzgledem stosowanego systemu przetwarzania sygnatlu
biodetekcji mozna zauwazy¢, ze najczesciej wykorzystywane W tym celu sa przetworniki
elektrochemiczne, optyczne oraz grawimetryczne (piezoelektryczne) [84]. Ostatnie z wymie-
nionych rozwigzan oparte jest na uzyciu mikrowagi krysztatu kwarcu (QCM, ang. quartz

crystal microbalance). Biosensory piezoelektryczne znalazty powszechne zastosowanie
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miedzy innymi W 0znaczeniach powinowactwa biologicznego migdzy réznymi czasteczkami.
Umozliwiaja one $ledzenie bezposredniego powigzania wzrostu masy (zmian czestotliwosci
drgania mikrowagi) z kinetyka oddzialywania badanych zwiazkow [89]. Wsrod prze-
twornikbw optycznych na uwage zastuguje technika powierzchniowego rezonansu
plazmonowego (SPR, ang. surface plazmon resonance), ktora jest czgsto uzywana
w biosensorach immunologicznych [90,91]. Specyficzna adsorpcja badanych substancji
na odpowiednio zmodyfikowanej powierzchni metalu (zazwyczaj zlota lub srebra) zmienia
charakterystyke powierzchniowego rezonansu plazmonowego wzbudzanego przez S$wiatlo
w ukladzie detekcyjnym urzadzenia. Mimo powszechnego wykorzystania tego systemu
w komercyjnych sensorach jest on nadal zbyt kosztowny, aby mogt by¢ stosowany
jako rutynowe narzedzie w przemysle [84]. Biorgc pod uwage mozliwo$¢ wprowadzenia
do powszechnej praktyki i funkcjonowanie w zminiaturyzowanych uktadach detekcji
najlepszym rozwigzaniem wydajg si¢ by¢ przetworniki elektrochemiczne. Ponad potowa
opisanych w literaturze biosensorow wykorzystuje tego rodzaju przetworniki ze wzgledu
na ich wysokg czulo$¢, prostote konstrukcji oraz konkurencyjno$¢ cenowa [92].
Ponadto rozwigzania elektrochemiczne wymagaja jedynie niewielkich ilosci oznaczanych
substancji 1 moga by¢ stosowane w przypadku probek metnych (czgsto zawierajacych takze
zwigzki fluorescencyjne lub absorbujgce promieniowanie $wietlne) [11]. Elementy analizy
elektrochemicznej wykorzystane w niniejszej pracy do konstrukcji biosensora DNA zostaty

omoOwione w rozdziale 4.

2.2. Obecny stan rozwoju technologii biosensorowych

Historia biosensoréw liczy niemal 50 lat. Pierwszym skonstruowanym uktadem
biodetekcji byta opracowana w 1962 roku przez L.C. Clarka i C. Lyonsa tzw. ,clektroda
enzymatyczna” zastosowana do amperometrycznego oznaczania glukozy przy wspotudziale
oksydazy glukozowej [93]. Opisane rozwigzanie moglo by¢ jednak uznane tylko za prekur-
sora biosensorow, poniewaz wykorzystany enzym dziatat w roztworze i nie byt unierucho-
miony w warstwie detekcyjnej danego urzadzenia. Jako pierwszy opracowany biosensor
uznaje si¢ elektrode enzymatyczng zaprezentowang w 1967 roku przez S.J. Updike’a
i J.P. Hicksa — takze przeznaczong do oznaczania glukozy [94]. Wspomniany sensor

opierat si¢ na elektrodzie tlenowej Clarka, ktora zostala pokryta zelem poliakrylamidowym
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z unieruchomiong oksydaza glukozowa. Prace nad biosensorami przeznaczonymi do badania
poziomu glukozy w plynach ustrojowych czlowieka utorowaty droge rozwoju ré6znorodnym
systemom enzymatycznej biodetekcji innych czasteczek biologicznych. Mimo, ze dane
urzadzenia bazowaly na relatywnie prostych zalozeniach, nastepne generacje technologii
biosensorowych wykorzystywaty coraz czulsze uktady detekcyjne i bardziej ztozone metody
analityczne. Do konstrukcji sensorow wprowadzano sukcesywnie kolejne struktury biolo-
gicznie czynne: antygeny, przeciwciala, kwasy nukleinowe, cale komorki, biatka, itd.
oraz rozwijano nowoczesne uktady przetwornikow optycznych, elektrochemicznych,
kalorymetrycznych, akustycznych, piezoelektrycznych, magnetycznych oraz mikro-
mechanicznych [81].
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Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie danych z bazy ScienceDirect [95]

Rysunek 6. Liczba publikacji dotyczacych biosensorow w bazie ScienceDirect w okresie
ostatnich 20 lat.

Opracowywanie nowych technologii biosensorowych to bardzo dynamiczna dziedzina
badan. Swiadczy o tym liczba publikacji dotyczacych biosensoréow pojawiajaca sic kazdego
roku w elektronicznej bazie danych literaturowych ScienceDirect (rys. 6). Od poczatku
biezacego stulecia coroczna ilo$¢ nowych publikacji dotyczacych technologii biosensorowych
rosla dynamicznie i na koniec tego roku osiggnie poziom ponad 1000 pozycji [95].
Zaobserwowana intensyfikacja prac nad nowymi biosensorami Wwigze si¢ zapewne
z rozwojem nanobiotechnologii, jaki mial miejsce w ostatnim dziesigcioleciu [92].

Nie bez znaczenia jest takze dynamiczny rozwdj réznych narzedzi bioinformatycznych,
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ktore sa takze wykorzystywane w opracowywaniu nowych technologii biosensorowych
[96,97].

Pierwszym biosensorem wprowadzonym na rynek byta elektroda enzymatyczna do ozna-
czania glukozy firmy Yellow Spring Instrument (YSI), ktora pojawita si¢ w sprzedazy
w 1975 roku [11]. Obecnie urzadzenia do badania poziomu glukozy we krwi stanowia
blisko 85% wszystkich komercyjnie dostepnych biosensoréw na $wiecie [92].
Wséréd najpopularniejszych sensordw wymienia si¢ nastepujace glukometry: StatStrip™™
Glucose Monitor (firmy Nova Biomedical), Precision Xtra (ABBOTT Laboratories),
Glucometer® (Bayer AG) oraz seric aparatow Accu-Check (Roche Diagnostic AG).
Mimo absolutnej dominacji na rynku biosensorow urzadzen do oceny poziomu glukozy
przewiduje si¢, ze W nadchodzacym dziesiecioleciu znaczaco wzrosnie liczba skomercja-
lizowanych technologii biosensorowych przeznaczonych do wykrywania patogenow.

Wspoblczesnie szacuje sie, iz roczna iloS¢ $rodkoéw przeznaczanych w skali $wiata
na badanie 1 rozwdj technologii biosensorowych wynosi 300 milionow dolarow
amerykanskich [92]. Glownym celem prowadzonych prac jest poprawa selektywnosci
i czulosci opracowywanych uktadow detekcyjnych. Rozwijane technologie majg w przy-
szlosci znalez¢ zastosowanie w medycynie, farmacji, produkcji zywnosci, zapewnieniu
bezpieczenstwa oraz ochronie srodowiska. Obecnie komercjalizacja wynikéw wspomnianych
badan nie jest jednak zbyt zaawansowana. Na drodze sprawnego transferu opracowanych
technologii do powszechnej praktyki analitycznej staja najcze¢$ciej zwigzane z tym spore
koszty oraz kluczowe bariery wynikajace z walidacji nowych rozwigzan (uzyskanie
satysfakcjonujacej stabilnosci, czulosci detekcji i wiarygodnosci pracy skonstruowanych
biosensorow). Mimo wymienionych ograniczen, wspélczesny rynek diagnostyki
laboratoryjnej nieustannie dazy do uzyskania narzedzi zdolnych do pracy w zautomaty-
zowanych i wysoko-wydajnych ukfadach analitycznych, co stanowi znaczaca site napedowa
dalszego rozwoju nowych biosensorow [60].

Probujac dokonaé oceny obecnego stanu rozwoju technologii biosensorowych F.F. Bier
zaprezentowal koncepcj¢ uporzadkowania poszczegdlnych kategorii urzadzen opracowanych
w ramach tej dziedziny badan i umiejscowienia ich w ogdlnie zarysowanym procesie
analitycznym (rys. 7) [98]. Mianem biosensora okre$lone zostato urzadzenie, ktore jest zdolne
do specyficznego rozpoznania przedmiotu detekcji wykorzystujac w tym celu odpowiednig
reakcje biologiczng 1 ktore jest zdolne w dalszej kolejnos$ci przeksztatci¢ wynik tej reakcji
na mierzalny sygnat analityczny. Tak zwany ,biochip” w poréwnaniu z biosensorem

jest dodatkowo wyposazony w systemy zapewniajace dalszg obrobke uzyskanego sygnatu
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analitycznego — uzyskana informacja jest bardziej kompleksowa. Do tej grupy rozwigzan
zalicza si¢ miedzy innymi uktady oparte o technologi¢ mikromacierzy DNA, ktore oprocz
samych czg$ci zawierajacych sondy molekularne wyposazone sg dodatkowo w elementy
przeznaczone do wykrywania reakcji hybrydyzacji, analizowania za pomoca odpowiednich
algorytméw wynikdw oznaczenia 1 rekonstruowania docelowej sekwencji kwasow
nukleinowych [80,99]. Wsrod uktadéow typu ,,biochip”, ktore sg juz dostepne na rynku
wymienia si¢ miedzy innymi oferowane przez firm¢ Affymetrix systemy GeneChip
oraz uktady BeadExpress® produkowane przez lllumina Inc. [100]. Do tej grupy rozwiazan
analitycznych  zalicza si¢ takze uklady wykorzystujace technike pomiarowa
powierzchniowego rezonansu plazmonéw — na przyklad systemy wytwarzane przez firme
Biacore Life Sciences (obecnie wlasnos¢ GE Healthcare) oraz 8500 Affinity Chip Analyzer
(firmy Applied Biosystems i HTS Biosystems) [92]. Z kolei urzadzenia typu ,,Lab-on-Chip”
stanowig zminiaturyzowane systemy analityczne posiadajace uktad mikroprzeplywu taczacy
komory, w ktéorych zachodza rdézne reakcje chemiczne lub biochemiczne obejmujace
przygotowanie, oczyszczenie i/lub wzbogacenie oraz ostateczne oznaczenie badanej
substancji [101]. Tego typu rozwigzanie wprowadzila juz na rynek firma Agilent
Technologies. Najbardziej kompleksowym urzadzeniem bylby tak zwany ,niezalezny
biosensor” (ang. autonomous biosensor), ktory w swojej pracy lagczylby wszystkie
podstawowe etapy procesu analitycznego — od pobrania proby do uzyskania ostatecznego

wyniku. Prace nad tego typu rozwigzaniem wcigz trwajg [98,102,103].

»Biochip”
s 3
Wzmocnienie
Pobleranie Przygotowanie Amplifikacja / Wigzanie / Przetwarzanie sygnatu /
prébek probki znakowanie kataliza (transdukcja) przekaz

nologowo-cyfrowy

1 1
Biosensor
[ $
Lab-on-Chip
[ 3

niezalezny Biosensor

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [98]

Rysunek 7. Miejsce biosensora w ukladach biodetekcji.
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3. Wykorzystanie biosensorow DNA w badaniu zywnoscli

W ostatnie] dekadzie nastgpit bardzo znaczacy postgp W rozwoju sensorow
wykorzystujacych w procesie biodetekcji czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego
oraz inne formy kwasow nukleinowych, wliczajac w to aptamery i kwasy peptydonukleinowe
(PNA) [12,104,105]. W procedurach zwigzanych z badaniem zywno$ci sa one najczgsciej
wykorzystywane w oznaczeniach zwiagzkow chemicznych oddzialujacych z DNA oraz w wy-
krywaniu fragmentow kwasow nukleinowych specyficznych dla genetycznie zmodyfiko-
wanych organizmow lub dla poszczegdlnych mikroorganizméw [106]. Zainteresowanie
wykorzystaniem kwasoéw nukleinowych w procedurach biodeteckji, a w szczegdlnosci kwasu

deoksyrybonukleinowego, wynika z jego wyjatkowych wiasciwosci.
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Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [107]

Rysunek 8. Schemat budowy kwasu deoksyrybonukleinowego (A), struktura dwuniciowego
DNA (B), sekwencja jednoniciowego fragmentu DNA(C).

DNA jest liniowym polimerem skladajacym si¢ z czterech rodzajow jednostek
monomerycznych — deoksynukleotydow (rys. 8A). Kazdy z nich zbudowany jest z czasteczki
2’-deoksy-D-rybozy, reszty kwasu fosforowego oraz jednej z czterech zasad azotowych:

adeniny (A), tyminy (T), cytozyny (C) lub guaniny (G). Deoksynukleotydy potaczone ze soba

Strona 28



wigzaniami 3’°,5’-fosfodiestrowymi tworzg fancuch cukrowo-fosforanowy o przemiennie
powtarzajacych si¢ resztach deoksyrybozy i fosforanu [108]. Kwas deoksyrybonukleinowy
sktada si¢ z dwoch takich fancuchéw, ktéore wzajemnie si¢ oplatajac formuja helikalng
strukturg, gdzie zasady skierowane sg do wnetrza helisy, a rdzen cukrowo-fosforanowy
znajduje si¢ na zewnatrz (rys. 8B) [107]. Obie nicie DNA w dwuniciowej helisie (dSDNA,
ang. double-stranded DNA) s3 ulozone antyrownolegle do siebie — jedna z nich jest zoriento-
wana w kierunku 5°—3’°, a druga odwrotnie 3’—5’. Zasady obecne w przeciwlegtych
fancuchach tworza ze soba wigzania wodorowe zgodnie z regula komplementarnosci
tj. Awigze siez T, a G z C [109].

Wspomniana wlasciwos¢ kwasu nukleinowego ma istotne znaczenie w przypadku
detekcji specyficznych fragmentow DNA, gdzie oznaczenie polega na hybrydyzacji
(formowaniu dsDNA) miedzy jednoniciowg sondg DNA (ssDNA, ang. single-stranded DNA)
a komplementarnym fragmentem szukanego kwasu nukleinowego (tDNA, ang. target DNA).
Z tego wzgledu w konstrukcji biosensora bardzo wazny jest wybdr wiasciwej sekwencji
sondy ssDNA (rys. 8C). Musi ona by¢ komplementarna w stosunku do 0znaczanego
fragmenu kwasu nukleinowego specyficznego dla poszukiwanej sekwencji. Z kolei w bio-
sensorach wykrywajacych zwiazki chemiczne oddziatujace z DNA warstwa detekcyjna
urzagdzenia opiera si¢ na dwuniciowych fragmentach kwaséw nukleinowych. Badane
substancje oddziatuja i/lub wigza si¢ z kwasem nukleinowym zmieniajac jego naturalne
wilasciwos$ci oraz czgsto uszkadzajgc jego natywng struktur¢ [110]. Tego typu biosensory
moga stanowi¢ uzyteczny wskaznik szkodliwych dla zdrowia zanieczyszczen zywnosci,
takich jak zwigzki kancerogenne, $rodki farmaceutyczne lub substancje mutagenne [111].

Wprowadzenie czasteczek kwasu nukleinowego do konstrukcji biosensoréw zwigkszyto
stabilno$¢ uktadu pomiarowego (w poréwnaniu na przyktad z sensorami enzymatycznymi)
i znacznie poszerzylo mozliwos$ci analityczne danego urzadzenia. Czasteczki DNA posiadaja
stosunkowo wyzszag trwalo$¢ niz inne biologicznie aktywne struktury, co umozliwito
wykorzystanie w technikach biosensorowych bardziej roznorodnych roztworéw buforow
oraz  rozpuszczalnikow  [112].  Uproécito to  proces  przygotowania  probki
i pozwolito na pomiary zwigzkow stabo rozpuszczalnych w wodzie. Dodatkowo raz
zaprojektowane sekwencje fragmentow kwaséw nukleinowych moga by¢ z tatwoscia
syntetyzowane w powtarzalny sposéb. Podczas syntezy otrzymywane oligo- i polinukleotydy
mozna poddawac¢ roznym chemicznym modyfikacjom, ktore zwigkszaja ich stabilnosé,
specyficznos$¢ oraz zdolno$¢ do modyfikacji réznych powierzchni nadajgc im nowe, okreslone

wlasciwosci [12].
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3.1. Biosensory do wykrywania zwiazkéw chemicznych oddzialujacych
z dsDNA

Biosensory przeznaczone do wykrywania substancji oddziatujacych z kwasami nukleino-
wymi maja zazwyczaj prostg konstrukcje. Praca urzadzenia opiera si¢ na zastosowaniu DNA
(gtdéwnie dsDNA) unieruchomionego na powierzchni przetwornika, ktory przekazuje sygnat
powstaty w wyniku interakcji badanych zwigzkéw chemicznych z czasteczkami kwasow
nukleinowych [112]. Charakter tego oddziatywania dotyczy najczesciej zaburzen konfiguracji
warstwy detekcyjnej biosensora (nagromadzenie lub uwolnienie roéznych czasteczek
na powierzchni przetwornika), zmian konformacji lub wiasciwosci elektrycznych sond DNA
[104]. Wykrywane zwiagzki chemiczne wigzg si¢ z czasteczkami kwasoéw nukleinowych
w sposob kowalencyjny lub niekowalencyjnie (poprzez oddziatywania van der Waalsa,
wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobowe i/lub elektrostatyczne). Drugi rodzaj
oznaczanych substancji moze by¢ dodatkowo pogrupowany wedtug mechanizmu ich tacze-
nia si¢ z DNA. Wyrdznia si¢ czgsteczki wigzace si¢ w obszarze rowkow (matych lub duzych)
w strukturze kwasu nukleinowego oraz wnikajgce (interkalujgce) w przestrzenie migdzy
zasadami azotowymi [113]. Biosensory zawierajagce w swojej warstwie detekcyjnej dsDNA
umozliwiajg wykrywanie szkodliwych dla zdrowia zanieczyszczen zywnosci, ktore wplywaja
niekorzystnie na strukture i wlasciwosci kwasow nukleinowych. Dodatkowo opracowanie
uktadow biodetekcji opartych na wykorzystaniu czasteczek aptamerow zwickszylo specy-
ficzno$¢ tego rodzaju oznaczen. Mimo iz technologie biosensorowe z uzyciem aptamerow sg
dopiero na poczatkowym etapie rozwoju, opracowano juz szereg procedur pozwalajacych
na wykrywanie zwigzkow niskoczasteczkowych, struktur supramolekularnych lub catych
mikroorganizmow [112].

Wsréd ogotu biosensordw wykrywajacych zwiazki chemiczne oddziatujace z DNA
mozna wyr6zni¢ rozwigzania przeznaczone do detekcji niepozadanych substancji
wystepujacych w zywnos$ci. Przyktadowo, modyfikujac elektrody z pasty weglowej dwu-
niciowymi fragmentami DNA przygotowano elektrochemiczny biosensor wykrywajacy
heterocykliczne aminy aromatyczne — mutagenne i kancerogenne zwiazki chemiczne powsta-
jace podczas gotowania zywno$ci bogatej w biatko [114]. Oznaczana substancja znaczaco
zmieniata wlasciwosci elektrochemiczne dsDNA powodujac wygaszenie sygnalu reakcji
redoks guaniny. Wspomniany uktad biosensorowy zostat takze wykorzystany do wykrywania
metali szkodliwych dla zdrowia (jonéw miedzi Cu®*) wchodzacych w interakcje z DNA.

Bardziej kompleksowe oznaczenia jonéw metali ciezkich przy pomocy elektrochemicznego
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biosensora dsDNA przeprowadzone zostalo w odniesieniu do potencjalnego zanieczyszczenia
zywnosci olowiem, niklem oraz kadmem [115]. Sledzac mechanizm oddzialywania badanych
jondéw metali z czasteczkami DNA ustalono, Zze jony Pb®" prowadzity do oksydacyjnych
zniszczeh DNA. Natomiast jony Ni?* i Cd** powodowaly konformacyjne zmiany
dwuniciowej struktury kwasu deoksyrybonukleinowego.

Elektrochemiczne biosensory DNA zostaly takze wykorzystane do oznaczenia innych
genotoksycznych substancji mogacych skazi¢ zywnos$¢ — polichlorowanych bifenyli, afla-
toksyny B1, zwigzkéw fenolowych, itp. [116-119]. Z kolei umieszczajac w warstwie
detekcyjnej biosensora odpowiednio dobrany aptamer DNA zostala opracowana procedura
elektrochemicznego wykrywania oksytetracykliny (terramycyny) [120]. Ten antybiotyk jest
lekiem podawanym zwierzetom hodowlanym i jego nadmierne stosowanie moze powodowac
zanieczyszczenie tym $rodkiem migsa, mleka lub jaj. Opracowane urzadzenie bylo zdatne
do specyficznej detekcji terramycyny oraz efektywnego odréznienia danego zwigzku
od innych tetracyklin. Inny biosensor wykorzystujacy w swojej warstwie detekcyjnej aptamer
DNA zostal przygotowany z mys$la o wykrywaniu czasteczek neurotoksyny botulinowe;j
[121]. Oznaczana substancja wywotywata zmiane konformacyjng aptamera DNA, co urucha-
mialo elektrochemiczny mechanizm detekcji wspomnianej toksyny obejmujacy miedzy
innymi uzycie enzymu peroksydazy (HRP, ang. horseradish peroxidase) oraz czasteczek
fluoresceiny.

Na podstawie informacji zawartych w literaturze mozna przypuszczac, iz wykorzystanie
aptamerow DNA w biosensorach moze w przyszlosci sta¢ si¢ konkurencyjng metoda
wykrywania substancji toksycznych w zywnos$ci w poréwnaniu na przykilad z metodami
immunologicznymi. Swiadcza o tym kolejne opracowywane biosensorowe procedury
przeznaczone do detekcji toksyn przecinkowca cholery, ochratoksyny A czy gronkowcowej

enterotoksyny B [112].

3.2. Biosensory do wykrywania specyficznych fragmentow kwasow
nukleinowych

Dziatanie biosensora przeznaczonego do wykrywania specyficznych fragmentow
kwasow nukleinowych oparte jest na reakcji hybrydyzacji komplementarnych nici DNA
(rys. 9). Warstwa detekcyjna urzadzenia zawiera pojedyncze nici DNA (sondy sSDNA,

dhugosci okoto 15-30 nukleotydow), ktore sa unieruchomione na powierzchni przetwornika
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[110]. Spos6b immobilizacji sondy musi umozliwia¢ jej swobodne oddziatywanie z docelo-
wym fragmentem kwasu nukleinowego (tDNA, ang. target DNA) w odpowiednio dobranych
warunkach reakcji (warto$¢ pH, temperatura, sita jonowa mieszaniny reakcyjnej, itd.).
Wydajnos¢ procesu tworzenia dwuniciowych kompleksow z tDNA oraz ich stabilno$¢
w znacznym stopniu zalezy takze od prawidlowego zaprojektowania sekwencji sond ssDNA
[12]. Oprocz komplementarnosci wzgledem docelowego fragmentu kwasu nukleinowego
(specyficznego dla oznaczanego celu analitycznego np. mikroorganizmu patogennego) sonda
musi spelnia¢ takze wymagania wynikajace bezposrednio z jej budowy. Oceniane
oligonukleotydy sprawdzane sg przede wszystkim pod katem wartosci teoretycznej tempera-
tury topnienia oraz zdolnosci do tworzenia struktur drugorzedowych (tzw. ,,spinki do who-
sOw” ang. hairpin structure) i dimerow [122]. W badaniu specyficznosci sondy ssDNA
nieodzowne jest korzystanie z programu BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool)
pozwalajacego przeszukiwac baze¢ danych GenBank bgdaca jednym z najwigkszych zbiorow
opublikowanych sekwencji genetycznych réznych organizméw [96,123].
/> Y|

sonda ___ (==
ssDNA

szukany
~ fragment DNA

pomiar elektrochemiczny
o ™ "
>
\

oddziatywanie z mieszaning DNA
-

hybrydyzacja z szukanym
fragmentem DNA

detekcja hybrydyzacji DNA

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [110]

Rysunek 9. Schemat elektrochemicznego biosensora do wykrywania hybrydyzacji DNA.

Sama procedura wykrywania specyficznych fragmentéw kwaséw nukleinowych polega
najczesciej na zanurzeniu warstwy detekcyjnej biosensora w mieszaninie zawierajacej DNA
(rys. 9). Jesli w badanym roztworze znajduje si¢ poszukiwane tDNA (komplementarne
wzgledem sond ssDNA) na powierzchni przetwornika zachodzi reakcja hybrydyzacji,
w wyniku ktorej powstaja dwuniciowe fragmenty kwasu nukleinowego [12,124]. Zazwyczaj
proces hybrydyzacji i nastepnie detekcja powstatych dupleksow DNA przeprowadzane sa
w obrebie warstwy detekcyjnej biosensora — jest to tak zwana technika jednej powierzchni.

Innym rozwigzaniem sg technologie dwuwarstwowe, gdzie wykorzystywane sa dwa odrgbne
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uktady, jeden wylacznie do rozpoznania docelowego tDNA 1 przeprowadzenia procesu
hybrydyzacji, drugi do detekcji nowopowstalych duplekséw kwasow nukleinowych [110].
Systemy detekcji hybrydyzacji stosowane w elektrochemicznych biosensorach DNA zostaty

szczegblowo opisane w dalszej czesci pracy.

3.2.1. Badanie zywnos$ci zmodyfikowanej genetycznie

Wykrywanie genetycznych modyfikacji w produktach Zzywnosciowych opiera si¢ gtownie
na technologiach biodetekcji wykrywajacych specyficzne dla GMO biatka (gldéwnie
przy pomocy technik immunologicznych) lub fragmenty kwasow nukleinowych. Procedury
skupiajgce si¢ na poszukiwaniu obecno$ci czgsteczek DNA typowych dla genetycznie
zmodyfikowanych skladnikow Zywnosci sa obecnie zdominowane przez rdéznego rodzaju
techniki powigzane z reakcja PCR [125]. Mimo wysokiej specyficznosci i czulosci wspo-
mnianych metod wcigz poszukuje si¢ alternatywnych sposobow wykrywania GMO,
ktore uproszczg i przyspieszg dany proces analityczny [106]. Wsrdd rozwijanych koncepcji
znajduja si¢ biosensory DNA pozwalajace na wykrywanie fragmentow kwasow nukleino-
wych specyficznych dla genetycznie zmodyfikowanych organizmow [112,126].

W ostatnich latach liczba doniesien literaturowych odnosnie konstrukcji biosensorow
DNA do wykrywania modyfikacji genetycznych w zywnosci zdecydowanie wzrosta.
Jednym z najczesciej prezentowanych rozwigzan sa sensory piezoelektryczne, wykrywajace
fragmenty kwasow nukleinowych specyficzne dla regulatorowych odcinkéw wprowadzanego
DNA lub bezposrednio zwigzanych z cechg nadawang organizmom GM. Opracowano mig¢dzy
innymi biosensory piezoelektryczne zdolne do detekcji fragmentéw genu crylA(b)
(zapewniajacego modyfikowanej genetycznie kukurydzy odpornos¢ na owady) [127],
genu EPSPS (nadajacego soi RR tolerancje na herbicyd Roundup Ready) [128,129]
oraz promotora P35S (czgsto stosowanego w modyfikacjach genetycznych roslin) [130,131].
W kazdym przypadku uklad mikrowagi kwarcowej reagowal pozytywnym sygnatem
analitycznym (zmiang czgstotliwosci drgania) w wyniku skutecznej reakcji hybrydyzacji
miedzy sondg ssDNA a docelowymi fragmentami tDNA.

W innym przypadku elektrochemiczny biosensor do wykrywania fragmentu DNA
specyficznego dla genu bar (kodujacego tolerancje na herbicydy fosfinotricynowe)
zostal przygotowany z wykorzystaniem chemicznej modyfikacji powierzchni elektrody
z pasty weglowej [132]. Unieruchomiona na elektrodzie sonda ssDNA wigzala si¢

specyficznie z docelowym fragmentem tDNA tworzac na powierzchni elektrochemicznego
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przetwornika dwuniciowy fragment kwasu nukleinowego. Wyniki procesu hybrydyzacji
byly oceniane w sposdb bezposredni (pomiar woltamperometrycznego sygnalu guaniny)
oraz posredni (stosujac elektroaktywny wskaznik w postaci kompleksow kobaltu Co(bpy)s*).
Inny elektrochemiczny biosensor do wykrywania genetycznie zmodyfikowanych organizmoéw
zostal otrzymany poprzez unieruchomienie na powierzchni elektrody zlotej sond ssDNA
specyficznych wzgledem fragmentow promotora P35S lub terminatora nos (typowych
sekwencji regulatorowych wprowadzanych do organizméw GM) [133]. Wyniki hybrydyzacji
sond z docelowymi fragmentami tDNA byly oceniane poprzez pomiar woltamperometryczny
wskaznika bigkitu metylenowego, ktory selektywnie akumulowat si¢ w warstwie detekcyjnej
danego urzadzenia zawierajacej jedno- lub dwuniciowe fragmenty kwasu nukleinowego.
Ciekawy uktad detekcyjny, takze wykrywajacy fragmenty DNA specyficzne dla promora
P35S lub terminatora nos, zaprezentowany zostal na przykladzie biosensora wykorzystu-
jacego nanoczasteczki zlota [134]. Zmodyfikowane biotyng docelowe fragmenty tDNA
(zamplifikowane w reakcji PCR) ulegaly unieruchomieniu w warstwie detekcyjnej urzadzenia
(wyposazonej w czasteczki awidyny) 1 hybrydyzowaty z sondg ssDNA, ktora z kolei odziaty-
wata specyficznie z nanoczasteczkami zlota zapewniajagcymi bezposrednig wizualng detekcje
wynikow reakcji hybrydyzacji. Cate oznaczenie trwato krotko i nie wymagato dodatkowego
oprzyrzadowania. Nanoczasteczki zostaty takze wykorzystane w innych biosensorach DNA
do wykrywania fragmentow kwaséw nukleinowych specyficznych dla zmodyfikowanych
genetycznie mikroorganizmow. Modyfikujac elektrode z wegla szklistego polimerem kwasu
2,6-pirydynodikarboksylowego oraz nanoczgsteczkami zlota opracowano sensor zdolny
do detekcji fragmentéw genu pat (kodujgcego enzym acetylotransferaze fosfinotrycyny)
przy pomocy pomiaréw technikg EIS [135]. Natomiast w oparciu o wykorzystanie
magnetycznych kulek przygotowany zostat elektrochemiluminescencyjny biosensor DNA

do wykrywania fragmentow DNA specyficznych dla promotora P35S [136].

3.2.2. Detekcja mikroflory patogennej

Metody wykrywania bakterii patogennych w produktach zywnosciowych zostaty
scharakteryzowane w czg$ci pracy poswigconej opisowi danego zagrozenia (punkt 1.4.).
Wsrod  obecnie rozwijajacych si¢ alternatywnych sposobow detekcji  mikroflory
chorobotworczej wymieniane sa biosensory oparte o identyfikacjc w badanych probach
zywnosci specyficznych fragmentéw kwasow nukleinowych [1]. Idea pracy tego typu

urzadzenia skupia si¢ na przeprowadzeniu reakcji hybrydyzacji migdzy sondami ssDNA
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unieruchomionymi na powierzchni przetwornika i docelowymi fragmentami tDNA
(specyficznymi dla patogendéw), a nastepnie identyfikacji skutkéw tej interakcji [12].
Mimo iz wigkszo$¢ przedstawionych w literaturze przypadkéw wykorzystania biosensorow
DNA do wykrywania mikroorganizméw patogennych wiagze si¢ z zastosowaniem reakcji
PCR, to rozwdj technik biosensorowych w tym zakresie uwazany jest za jeden z obiecujacych
kierunkéw opracowywania nowych metod detekcji mikroflory chorobotworczej w zywnosci
[70].

Modyfikujac elektrody z pasty weglowej 27-merowymi sondami sSDNA specyficznymi
dla fragmentéw genu hlyA otrzymany zostal elektrochemiczny biosensor do wykrywania
bakterii Listeria monocytogenes [137]. Po hybrydyzacji sond z docelowymi fragmentami
kwasow nukleinowych wyniki tej interakcji byly badane woltamperometrycznie przy pomocy
elektroaktywnego wskaznika — daunomycyny. Zwigzek ten w wigkszym stopniu akumulowat
sic w dwu- niz w jednoniciowej strukturze DNA i tym samym pozwalatl na wykrycie
w badanej probce fragmentéw kwaséw nukleinowych specyficznych dla L. monocytogenes.
Podobny system detekcji opracowany zostal dla bakterii Escherichia coli [138].
Na powierzchni elektrod drukowanych (wykonanych atramentem weglowym impregno-
wanym fulerenami) unieruchomione zostaty sondy ssDNA specyficzne wzgledem fragmentu
kwasu nukleinowego 16S RNA wyizolowanego z bakterii E. coli. Formowanie dupleksow
DNA w warstwie detekcyjnej biosensora badane bylo woltamperometrycznie
z wykorzystaniem elektroaktywnego wskaznika, kompleksu kobaltu i fenantroliny
(Co(phen)s™).

Bakterie E. coli bedac typowym mikroorganizmem wskaznikowym (informujgcym
0 potencjalnym zanieczyszczeniu zywnos$ci mikroflorg chorobotworcza) ciesza si¢ duzym
zainteresowaniem jako docelowy mikrooganizm wykrywany przy pomocy wielu opraco-
wanych biosensorow DNA. Sa one wykrywane przez sensory elektrochemiczne [139,140] lub
piezoelektryczne [141]. Wspomniana technika mikrowagi krysztalu kwarcu zostata takze
wykorzystana przy konstrukcji biosensora do wykrywania bakterii Aeromonas hydrophila
[57]. Detekcja opierata si¢ na uzyciu sond ssDNA specyficznych wzgledem genu aerolizyny
— toksyny wytwarzanej przez ten mikroorganizm. Dziatanie biosensora bylo stosunkowo
proste, ale jego przygotowanie pochtanialo duzo czasu. Sondy ssDNA potaczone z biotyng
unieruchamiano na zmodyfikowanym streptoawidyng zlotym dysku, uprzednio pokrytym
warstwg tiolowanego i karboksylowanego dekstranu. Pomiary QCM pozwolity na wykrycie
czasteczek kwasu nukleinowego specyficznych dla genu aerolizyny. Sam mechanizm

adsorpcji docelowych fragmentow tDNA w warstwie detekcyjnej urzadzenia nie zostal jednak
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zweryfikowany. Nie potwierdzono faktu powstawania dwuniciowego DNA w wyniku
procesu hybrydyzacji.

W konstrukcjach biosensorow DNA do wykrywania mikroorganizméw patogennych
mogacych zanieczyszcza¢ produkty zywnosciowe wykorzystywano takze techniki dwu-
warstwowe. Elektrochemiczna biodetekcja fragmentow genu aflR (zwigzanego z synteza
aflatoksyny B1) umozliwiata na przyklad identyfikacj¢ potencjalnie toksykogennych plesni
Aspergillus spp. [142]. Oznaczenie polegato na hybrydyzacji zaadsorbowanych na elektrodzie
z pasty weglowej fragmentow tDNA z sonda ssDNA (zmodyfikowang biotyng),
ktora nastgpnie 1taczyla si¢ z czasteczkami fosfatazy (zwigzanymi z awidyng).
Enzym po wprowadzeniu do mieszaniny reakcyjnej substratu, fosforanu 1-naftylu,
przeksztalcal go w 1-naftol, co bylo monitorowane woltamperometrycznie. Enzymatyczne
przetwarzanie efektu rozpoznania specyficznych fragmentéw kwaséw nukleinowych byto
takze zastosowane w innym biosensorze DNA przeznaczonym do wykrywania szeregu
bakterii chorobotworczych takich, jak Salmonella enterica, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, E. coli O157:H7 [143].

Techniki biosensorowe do wykrywania mikroflory patogennej w zywnosci oparte
o uzycie aptamerow DNA w literaturze przedstawiane sg najczg¢scie] w powigzaniu
z roznorodnymi nanostrukturami. Biosensor do detekcji Bacillus thuringiensis opracowany
zostal na przyktad przy pomocy kropek kwantowych (QD) selenku kadmu (ang. cadmium
selenide quantum dots) [144]. Oznaczenie polegato na pomiarze fluorescencji nast¢pujacym
po polaczeniu nanoczagsteczek QD zwigzanych z 60-zasadowym aptamerem DNA
z przetrwalnikami B. thuringiensis. W innym sensorze do detekcji Salmonella enterica
wykorzystano magnetyczne kulki zmodyfikowane aptamerami DNA, ktoére pozwolity
na wyizolowanie z probek zywnosci poszukiwanych komorek bakteryjnych [145].
Po tym zabiegu byly one poddawane iloSciowym oznaczeniom technika RT-PCR

obserwowanym w czasie rzeczywistym.
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4. Elementy analizy elektrochemicznej w biodetekcji DNA

Elektrochemicznym biosensorem kwasow nukleinowych okresla sie¢ urzadzenie
elektryczne, ktore wykorzystuje kwasy nukleinowe (zaréwno naturalne, jak i syntetyczne
formy oligo- oraz polinukleotydow) jako element rozpoznania biologicznego W 0znaczeniach
wykonywanych technikami elektrochemicznymi [12]. W wigkszo$ci przypadkoéw konstrukcja
tego typu sensora opiera si¢ na modyfikacji powierzchni fizykochemicznego przetwornika
(elektrody) jedno- lub dwuniciowymi czgsteczkami kwasu nukleinowego funkcjonujgcymi
jako element rozpoznajacy (odpowiednio ssSDNA lub dsDNA). Tak przygotowany uktad
detekcyjny jest najczeSciej wykorzystywany w pomiarach woltamperometrycznych
lub chronopotencjometrycznych [146]. Inng czesto spotykang technikag analityczng oparta
na zastosowaniu elektrochemicznych sensorow DNA jest elektrochemiczna spektroskopia
impedancyjna (EIS) [11]. W pordéwnaniu z konkurencyjnymi technikami biosensorowymi,
na przyklad analiza DNA opartag na pomiarze fluorescencji znakowanych sond, techniki
elektrochemiczne odznaczajg si¢ pewnymi zaletami. Wspomniane przetworniki optyczne
posiadaja ograniczenia zwigzane z kosztowng aparaturg Oraz konieczno$cig korzystania
ze zlozonych algorytmow obliczeniowych do odczytu uzyskanych wynikow. Z tego wzgledu
wprowadzenie ich do powszechnej praktyki analitycznej wymaga sporych naktadow
finansowych oraz wyspecjalizowanego personelu. Elektrochemiczne biosensory zyskujg za$
spore zainteresowanie w diagnostyce molekularnej dzieki swojej wysokiej czutosci, matym
rozmiarom, niskim kosztom, tatwosci wykorzystania oraz mozliwo$ci wkomponowania

w zintegrowane mikrouktady analityczne [11,70,147-149].

4.1. Techniki pomiarowe z kontrolowang zmiang potencjalu

Podstawa wszystkich elektrochemicznych technik pomiarowych z kontrolowana zmiang
potencjatu jest oznaczenie wielkosci pradu wzgledem przylozonego potencjatu [150].
Kazda z tych technik mozna opisa¢ za pomoca dwoch zasadniczych parametrow — programu
zmian napigcia polaryzujacego elektrody oraz sposobu pomiaru pradu. Obie charakterystyki
ksztattuja wlasciwosci analityczne poszczegdlnej techniki pomiarowej oraz zwigzek
mierzonego pradu z ustalonymi warunkami pomiarowymi [151]. Do elektrochemicznych
technik z kontrolowang zmiang potencjatu zalicza si¢ migdzy innymi chronoamperometrie,

woltamperometri¢ liniowa stalopradowa (w tym woltamperometri¢ cykliczng), metody
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pulsowe (na przyktad woltamperometri¢ pulsowa normalng, ré6znicowa oraz woltampero-
metri¢ fali prostokatnej), woltamperometri¢ zmiennopragdowa, metody hydrodynamiczne
oraz liniowa woltamperometri¢ inwersyjng [150,152]. W niniejszej pracy wykorzystane
zostaty techniki pomiarowe stanowiace jedne z podstawowych narzedzi elektrochemicznych
wykorzystywanych przy konstrukcji i nastepnie podczas funkcjonowania elektrochemicznych

biosensorow.

4.1.1. Chronoamperometria/chronokulometria

Chronoamperometria (CA) oraz chronokulometria (CC) sa podstawowymi technikami
pomiarowymi czesto stosowanymi w ramach badan elektroanalitycznych. Pomiar chrono-
amperometryczny polega na rejestracji zmian nat¢zenia pradu ptyngcego przez elektrode
w okreslonej jednostce czasu 1 wzgledem uzytego programu zmiany potencjatu
polaryzujacego te¢ elektrode. Chronokulometria polega na pomiarze tadunku powstalego
w trakcie badanej reakcji redoks takze w odniesieniu do czasu trwania oznaczenia
i parametrow procesu polaryzacji elektrody pracujacej. Obie techniki posiadajg ten sam
program zmiany napiecia polaryzujacego elektrode [153]. Moze on obejmowaé pojedyncza
lub podwojng zmiang (skok) potencjatu (rys. 10).

Pomiar rozpoczyna si¢ przy potencjale poczatkowym (Eo), przy ktorym na elektrodzie
nie nastepuje proces elektrolizy. Nastepnie potencjal jest natychmiastowo (w formie skoku)
zmieniany do warto$ci, ktora prowadzi do utlenienia lub redukcji badanego elektroaktywnego
zwigzku znajdujacego si¢ w roztworze reakcyjnym — tzw. potencjal pierwszego skoku Ej.
Jest on utrzymywany przez czas zdefiniowany przez program pomiaru jako czas pierwszego
skoku (t1). Pod wptywem przylozonego potencjatu obserwowuje si¢ sygnat pradu (pomiar
CA) lub rosngcg wraz z uptywem czasu warto$¢ tadunku (pomiar CC) — obie wielkosci
powstale w wyniku przeprowadzonej reakcji elektrodowej (utlenienia badz redukcji
elektroaktywnych czasteczek, depolaryzatorow, zakumulowanych na elektrodzie i dyfundu-
jacych z glebi roztworu elektrolitu). W przypadku pomiaru opartego na pojedynczej zmianie
potencjatu polaryzujacego elektrodg, pomiar jest zakonczony po uplywie czasu ti.
Dla procedury obejmujacej podwdjng zmiang potencjalu, warto$¢ E; jest natychmiastowo
przeksztalcana do wartos$ci potencjatu tzw. drugiego skoku (E»), przy ktorym nastepuje
odwrotny proces redukcji/utlenienia do wywotanego przy pierwszym skoku potencjalu
(czasteczki utlenione ulegaja redukcji, i odwrotnie). Warto$¢ potencjatu E, jest utrzymywana

przez czas okreslony mianem czasu drugiego skoku (tz). Podczas pomiaru CA obserwowany
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jest sygnat pradu o znaku przeciwnym do odpowiedzi uzyskanej przy potencjale Ej.
Natomiast w pomiarze CC nastgpuje sukcesywne obnizanie warto$ci mierzonego tadunku
w zaleznoS$ci od czasu trwania pomiaru [153,155,156].

i

A E - e *
k= Czas plerwszego shoku (t) < Czas drugiego skoku (t) =

Potencjal
plerwszego
skoku (E)

Potencjat
poczathowy (E,) —

Potencjal
drugiego
skoku (E.)

100 —

0.0 f—

5.0 =

Matedenie pradu [mA]

A0 =_| 1 1 1
c arTA —

411 =

tadunek [mC]

223.0—

5.0(—

| | | | 1
1] 50 100 150 200

Czas [msec]

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [153,154]

Rysunek 10. Zalezno$¢ przykladanego potencjalu (A), obserwowanego natezenia pradu (B)
oraz ladunku (C) od czasu w pomiarach chronoamperometrycznych (CA)/chronokulometry-
cznych (CC).
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Natezenie pradu wynikajace z utlenienia lub redukcji elektroaktywnego zwigzku
chemicznego w odpowiedzi na zmian¢ potencjatu mierzone technikg CA opisuje rdwnanie

Cotrella [153,155]:

7t
gdzie:
n —liczba elektronow przenoszonych przez jon lub czasteczkg [rownowaznik/mol],
F — stala Faradaya [r6wna 96.485 C/rownowaznik],

A - pole powierzchni elektrody [cm?],
Co - stezenie depolaryzatora [mol/dm?],
Do — wspolezynnik dyfuzji [cm?/s],

t —czas[s].

Mierzona warto$¢ tadunku uzyskana w reakcji redoks stanowi catke funkcji nat¢zenia
pradu wzgledem czasu trwania tej reakcji. Tak wigc catkujgc réwnanie Cotrella wzgledem
czasu otrzymuje si¢ rownanie opisujace zaleznos¢ wartosci fadunku od czasu trwania pomiaru

— tzw. rownanie Ansona — podstawa pomiaréw technikg CC [153,155]:

o 20FACoD" i

1/2
Vs

Oznaczenia wielkosci ujetych w wyzej wymienionym wzorze sg takie same jak w rdwnaniu
Cotrella.

Z analitycznego punktu widzenia pomiary chronokulometryczne sg bardziej wiarygodne
i uzyteczne niz oznaczenia przeprowadzone technikg chronoamperometrii [155]. Mierzony
sygnat (warto$¢ tadunku) ro$nie wraz z uptywem czasu pomiaru CC (odpowiednio t; lub t;
tacznie z t;). Wnioski z eksperymentu mozna wiec oprze¢ na bardziej wiarygodnych
wynikach z pdzZniejsze] czgsci oznaczenia, pomijajac rezultaty obarczone bledem
niedoskonato$ci aparatu pomiarowego, ktore sa uzyskiwane zaraz po zmianie potencjalu
z Ep na E; (oraz ewentualnie z E; na E;). Wykorzystujac technike chronokulometryczng
mozliwe jest takze rozrdznienie, jaka cze$¢ zmierzonego tadunku wynika z procesu tadowania

warstwy podwojnej (miedzy elektroda a roztworem elektrolitu) 1 z reakcji elektrodowej
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zaadsorbowanych na elektrodzie czasteczek depolaryzatora, a jaka pochodzi z reakcji
czasteczek ulegajacych dyfuzji z glgbi mieszaniny reakcyjnej. Ta wiasciwos¢ pomiarow CC
jest podstawa wykorzystania tej techniki migdzy innymi w elektrochemicznych oznaczeniach
pola powierzchni elektrody, wspodlczynnika dyfuzji oraz stopnia adsorpcji zwiazkow
elektroaktywnych na powierzchni przetwornika. Tego typu rozréznienie nie jest mozliwe
do uzyskania w oparciu 0 pomiary chronoamperometryczne [155].
Jak juz wczeéniej zasygnalizowano, Catkowity tadunek (Qio) zmierzony technikg CC
w odpowiedzi na zmiang potencjatu pochodzi z trzech zrodet [154,157]:
— ftadowania warstwy podwdjnej migdzy powierzchnig elektrody a przylegajaca warstwa
roztworu elektrolitu (Qa),
— elektrolizy (utlenienia lub redukcji) zaadsorbowanych z roztworu elektrolitu na po-
wierzchni elektrody czgsteczek depolaryzatora (Qags),
— elektrolizy czasteczek depolaryzatora dyfundujacych z roztworu elektrolitu podczas
pomiaru CC (Quifr)-
Mozna to zapisa¢ wzorem:

Qiotal = Quirr + Qa1 + Quags

Po rozwinieciu poszczegdlnych wyrazen wyzej wymienionego wzoru uzyskuje si¢
nast¢pujaca zaleznos¢ [155,158]:

*

2nFAD_"*C
Quotar = %tl/z + Qg +nFAT,

gdzie:

n, F, A, Co, Do, t —oznaczenia wielko$ci takie same, jak w rownaniu Cotrella,

Qui — tadunek pojemnosciowy [C],

nFAI'o — tadunek z redukcji To [mol/lcm?] zaadsorbowanych na elektrodzie

czasteczek depolaryzatora.

Wkiad poszczegdlnych mierzonych ladunkow Quitr, Qags 1 Qai do catkowitego Qiotal
obserwowanego w typowym pomiarze CC zostal zaprezentowany na rysunku 11A.
W  przypadku odniesienia uzyskiwanych wartosci ltadunkéw wzgledem pierwiastka

kwadratowego z warto$ci czasu trwania pomiaru chronokulometrycznego (rys. 11B) mozna
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zaobserwowacé, ze wielko$¢ calkowitego zmierzonego tadunku (Qqota) uktada si¢ w zaleznos$¢
liniowa wzgledem wartos$ci Jt, ktora przyjmuje ogo6lng posta¢ rownania typu y=ax+Db.
W takim ujgciu za zmienng zalezng (y) mozna uznaé tadunek Qqoral, zmienng niezalezng (x)
warto$¢ +/t . Wspotczynnik nachylenia danej prostej (a) bytby zalezny od wielkosci tadunku
Quitr, Natomiast punkt przeciecia si¢ prostej Q. = f(+/t) z osig rzednych (przy t = 0)
roéwnalby si¢ sumie wartosci tadunkéw Qags | Qq. Przedstawione pordéwnania sg istotne,

poniewaz odpowiednio dobierajac seri¢ pomiaréw chronokulometrycznych mozna wyznaczy¢

doswiadczalnie wartosci wszystkich sktadowych tadunku Qoral [153].

A Qlolal B
20—
I Qtolal
1.6
g Qdiff g |
%‘ %’ Qdiﬂ
c g 12—
3 3
el e L
@ @
N |
0.8
/ Qads
0.4 ~ Q.. 0.4 /
Qd' le
| | | | | | J | | | | | | J
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Czas [t] (Czas)"” [t"]

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [153]

Rysunek 11. Zalezno$¢ ladunku wzgledem czasu (A) oraz ladunku wzgledem wartosci
pierwiastka kwadratowego z czasu (B) w pomiarach chronokulometrycznych elektroaktywnych
czasteczek (zarowno tych zaadsorbowanych na elektrodzie, jak i znajdujacych si¢ w roztworze).

Mierzac wartosci funkeji Q,,, = f(+/t) przy elektrodzie zanurzonej w roztworze elektro-

litu z dodatkiem depolaryzatora, sprawdzany jest punkt przecigcia si¢ prostej z osig rzednych

(dla t = 0) i w ten sposob uzyskuje sie sume wartosci Qags | Qqi. Z kolei mierzac wartos¢
Quu = T () przy elektrodzie zanurzonej w roztworze bez dodatku depolaryzatora, otrzymy-

wana jest wielko§¢ Qq. Dysponujac wyznaczonymi wartosciami sumy (Qags 1 Qar)
oraz tadunku Qg mozliwe jest obliczenie wielko$ci Qags. Przedstawione obliczenia sg wyko-

rzystywane miedzy innymi do wyznaczania stezen powierzchniowych czasteczek zaadsorbo-
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wanych na elektrodzie poddanej pomiarom CC oraz do obliczania powierzchni aktywnych

tego typu przetwornika elektrochemicznego [155,157-162].

144
121
1.0—-
0.8—-
0.6—-

0.4 1

tadunek Q [uC]

= pomiar tadunku

T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Czasm[sm]

Zrodto: Opracowanie whasne.

Rysunek 12. Pomiar chronokulometryczny (CC) redukcji czasteczek chlorku heksaamino-
rutenu (111) zaadsorbowanych na elektrodzie zlotej w 0.75 mM roztworze RuHex w 10 mM
buforze TRIS-HCI (pH=7.4). Wyznaczanie warto$ci Q. dla t=0.

Badania chronokulometryczne z racji wymaganych bardzo szybkich zmian wartosci
potencjatu polaryzujacego elektrode moga wigza¢ si¢ z pewnymi niedogodnos$ciami
spowodowanymi z niedoskonato$cig sprzetu pomiarowego. Czesto zdarza sie, ze aparat
kontrolujacy poziom napigcia przyktadanego do elektrody jest ,,zbyt wolny” 1 nie jest
w stanie natychmiast zmieni¢ wartosci potencjatu zgodnie z programem pomiaru CC (rys. 12)
[155]. W takim przypadku, aby zachowa¢ wiarygodno$¢ wynikow pomiaréw CC, najczesciej
pomija si¢ pierwsze 20% rezultatow uzyskanych w czasie skoku potencjatu (t; lub ty)

i warto$¢ tadunku dla czasu t = 0 wyznacza si¢ na podstawie pozostatych wynikow [153].

4.1.2. Woltamperometria cykliczna

Mianem woltamperometrycznych metod elektroanalitycznych okresla si¢ zespot technik
elektrochemicznych polegajacych na pomiarze nate¢zenia pradu ptynacego przez stacjonarng
elektrod¢ pracujagca w zaleznosci od potencjatu tej elektrody. Potencjat jest zmieniany

zgodnie z okreslonym programem stosowanej techniki [152,163]. Zmierzone wartosci natg-
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Potencjat [V]

m

zenia pradu w odniesieniu do przylozonego napigcia tworza tak zwang krzywa woltampero-
metryczng. Jedng z najpowszechniej stosowanych technik elektroanalitycznych jest wolt-
amperometria cykliczna (CV, ang. Cyclic Voltammetry). Pozwala ona na uzyskanie szeregu
informacji jako$ciowych i iloSciowych o reakcji elektrochemicznej oraz o $rodowisku,
w ktorym ona zachodzi. Woltamperometria cykliczna wykorzystywana jest miedzy innymi
do badania termodynamiki procesow redoks, kinetyki procesow elektrodowych, przebiegu
reakcji sprzezonych i procesow adsorpcji [150,152]. Jest ona takze wykorzystywana
do charakteryzowania ogdlnego stanu powierzchni elektrody pracujacej poprzez pomiar
pojemnosci elektrycznej interfazy miedzy danym przetwornikiem a zastosowanym roztworem
elektrolitu [159,164,165]. Woltamperometria cykliczna jest rowniez czesto wybierana
jako pierwsze narzedzie analityczne w badaniach elektrochemicznych, poniewaz pozwala ona
na szybka lokalizacje potencjatlow redoks stosowanych depolaryzatorow oraz na ocen¢

wplywu srodowiska, w ktorym zachodzg procesy redoks [150,152].
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Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [150,152,166]

Rysunek 13. Zalezno$¢ przykladanego potencjalu od czasu trwania pomiaru (A) oraz uzyskana
krzywa woltamperometryczna (B) w pomiarze technika woltamperometrii cyklicznej.

Pomiar realizowany technika CV polega na cyklicznej zmianie potencjatu elektrody statej
zanurzonej w stojacym roztworze elektrolitu 1 odnotowywaniu powstatego pradu.
Program zmian napiecig polaryzujacego elektrode ma ksztalt symetrycznego trojkata
(rys. 13A). Pojedynczy cykl polega na liniowej zmianie potencjatu (E) tam i z powrotem
miedzy dwiema wartosciami — poczatkows i przetaczania. Szybko$¢ zmian potencjalu moze

by¢ ustalona od 20 — 100 V/s (dla duzych elektrod) do nawet 10° V/s (dla bardzo matych
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mikroelektrod) [152]. Zwickszajac przykladane do elektrody napigcie pojawia si¢ pik pradu
anodowego (i) zwigzany z utlenieniem (R—O) bedacych w roztworze elektrolitu czasteczek
depolaryzatora (rys. 13B). Obserwowany prad elektrody pracujacej jest mierzony
w warunkach, gdy transport depolaryzatora do/od elektrody ma charakter dyfuzyjny.
Maksymalna warto$¢ pradu iy (wysokos$¢ anodowego piku pradu (ip)a ) jest wyznaczana
dla tak zwanego potencjatu piku anodowego (Ep)a. Po odwrdceniu kierunku zmian potencjatu,
zmniejszajac przykladane do elektrody napiecie, obserwowany jest pik pradu katodowego (ic)
wynikajacy z redukcji (O—R) czasteczek depolaryzatora. Maksymalna wartos¢ pradu I
(wysoko$¢ katodowego piku pradu (ip)c ) jest oznaczana dla potencjatu piku katodowego (Ep)c
[163].

Wielkos¢ pradu mierzonego technika CV (zaréwno (ip)a jak i (ip)c ) dla odwracalnej

reakcji redoks elektroaktywnego depolaryzatora opisuje rownanie Randlesa-Sevcika [150]:

i, =kn*?ADY?v2C
gdzie:
k — stala rowna 269000,
n —ilos¢ elektronéw biorgcych udziat w reakcji elektrodowe;,
A — powierzchnia elektrody [cm?],
D — wspolczynnik dyfuzji jonéw depolaryzatora [cm?/s],
V — szybkos¢ polaryzacji elektrody [V/s],

C — stezenie depolaryzatora w glebi roztworu [mol/dm?].

Obserwowana wysokos$¢ sygnatu elektrochemicznego (nat¢zenia pradu anodowego lub
katodowego) jest proporcjonalna do stgzenia czasteczek depolaryzatora obecnego w badanym
roztworze oraz do pierwiastka kwadratowego predkosci zmian potencjatu elektrody
(szybkosci polaryzacji elektrody) [166]. Analizujac r6znice migdzy wartoscig potencjatu piku
anodowego (Ep)a a potencjatem piku katodowego (Ep). mozna dodatkowo ustali¢, czy badany

proces redoks danego depolaryzatora ma charakter odwracalny [152].
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Potencjat [V]

4.1.3. Woltamperometria fali prostokatnej

W pomiarach woltamperometrycznych przeprowadzanych na elektrodach statych
zanurzonych w stojacych roztworach elektrolitow odnotowywane sa dwa rodzaje pradu:
faradajowski — zwiagzany z przemieszczaniem si¢ elektronu (lub elektrondw) w czasie procesu
redoks depolaryzatora oraz pojemnosciowy (tadowania, niefaradajowski) — powstajacy
podczas tadowania warstwy podwdjnej obecnej migdzy powierzchnig elektrody a roztworem
elektrolitu [152,155]. Drugi rodzaj pradu jest czasem wykorzystywany w oznaczeniach
analitycznych (na przyklad podczas pomiaru pojemnosci elektrycznej technikg CV),
ale zazwyczaj utrudnia czulg analiz¢ sygnatu redoks badanego depolaryzatora. W celu zopty-
malizowania stosunku wielkosci pradu faradajowskiego do pradu pojemno$ciowego i uzyska-
nia zdecydowanego wzrostu czuto$ci pomiaru elektrochemicznego stosowane sg tak zwane
metody pulsowe. Polegaja one na pomiarze pragdu w funkcji czasu po pulsowej zmianie
potencjatu elektrody pracujgcej [152]. Jedng z najpopularniejszych technik pomiarowych
zaliczanych do danej grupy jest woltamperometria fali prostokatnej (SWV, ang. Square-Wave
Voltammetry).
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Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [150,152]

Rysunek 14. Wykres zmian potencjatlu przykladanego do elektrody pracujacej przy pomiarach
SWV w odniesieniu do czasu (A); krzywa woltamperometryczna SWV dla roztworu
zawierajacego badana substancje elektroaktywna (B), Ep — potencjal redoks, Ai, — natezenie
pradu piku redoks, E;;; — potencjal pétfali piku redoks badanej substancji.

Program sterowania potencjalem polaryzujacym elektrode pracujaca w technice SWV

polega na nalozeniu na schodkowo zmieniajaca si¢ warto$§¢ napiecia przyktadanego
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do elektrody dodatkowych pulsow w postaci fali prostokatnej (rys. 14A). Puls dodatni fali
prostokatnej jest potaczony ze schodkowa zmiang potencjatu. Dodatkowo na wykresie
(rys. 14A) oznaczono: czas odpowiadajacy jednemu okresowi fali (1), wysokos¢ pulsu
prostokatnego (Esw) oraz wysoko$¢ schodka (AE). W ciggu kazdego okresu fali prostokatnej,
prad jest dwukrotnie probkowany — odpowiednio pod koniec czasu trwania pulsu dodatniego
(oznaczone kolorem niebieskim) i pulsu ujemnego (kolor czerwony). Ostatecznie, mierzony
prad (A1) jest ro6znicg miedzy pradem dodatnim (i) 1 pradem ujemnym (ip), 1 jest jednoczesnie
wyzszy od kazdego z elementow skladowych (rys. 14B).

Pomiar pradu pod koniec kazdego pulsu skutecznie eliminuje wplyw pradu pojemno-
$ciowego na wynik oznaczenia [150]. Uzyskany sygnat (pik) oprocz zmierzonego natezenia
pradu (Ai) opisywany jest dodatkowo warto$ciami potencjatu piku (E;) oraz potencjatu potfali
(E1p), ktore sa charakterystyczne dla oznaczenej substancji elektroaktywnej. Jednak wielkosci
Ep 1 E12 sg zalezne takze od rodzaju uzytej w pomiarach SWV elektrody, roztworu elektrolitu
podstawowego, temperatury oraz pozostatych warunkow pomiarowych (szybkos$¢ polaryzacji
elektrody, amplituda pulsu, itp.) [167].

Uzyskiwana w czasie pomiaru SWV warto$¢ nat¢zenia pradu piku (ip) jest rowna

W przyblizeniu wielkosci obliczanej rOwnianiem Barker’a [152]:

i, =kn’Eg,+/DC

gdzie:
k — stata charakteryzujaca uktad elektrod,
n — ilo$¢ elektronow biorgcych udziat w reakcji elektrodowej,

Esw — amplituda fali prostokatej [V],
D  — wspotezynnik dyfuzji jonéw depolaryzatora [cm?/s],

C - stezenie depolaryzatora w glebi roztworu [mol/dm?].

Z wyzej przedstawionego wzoru wynika, ze obserwowane natezenie pradu piku jest pro-
porcjonalne do st¢zenia czasteczek depolaryzatora w badanym roztworze oraz do amplitudy
fali prostokatnej. Technika SWV z racji swojej wysokiej czutosci znalazta szerokie zasto-
sowanie w oznaczeniach $ladowej ilosci zwigzkow elektroaktywnych w réznego rodzaju
probkach [167].
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4.2. Elektrochemiczny uklad pomiarowy

Poprawne przeprowadzenie pomiaru elektrochemicznego wymaga, aby uktad pomiarowy
byt elektrycznie sprawny oraz odpowiednio dobrany do planowanego eksperymentu [168].

Konieczny jest wlasciwy wybor:

zestawu elektrod: pracujacej, odniesienia i pomocniczej,

— rozpuszczalnika i elektrolitu podstawowego,

— techniki elektroanalitycznej i jej parametrow,

— ustawienia uktadu elektrycznego (wlacznie z doborem parametréw pracy potencjostatu).
W oznaczeniach elektrochemicznych z kontrolowang zmiang potencjatu stosuje si¢

zazwyczaj trojelektrodowy ukiad pomiarowy skladajacy sie z elektrody pracujacej (WE),

odniesienia (RE) oraz pomocniczej (AE), ktore podigczone sg do potencjostatu [151,152].

Schemat takiego ukfadu przedstawia rysunek 15. Rola poszczegdlnych elementéw danego

zestawu oraz sposob ich prawidlowego przygotowania do dzialania opisane zostaly

w kolejnych punktach niniejszej pracy.

3 Do aparatu _pomiarowego
(np. potencjostatu)

_Elektroda odniesienia
Elektroda pomocnicza -~ (np. chlorosrebrowa)

(np. platynowa) —

Naczynie /

pomiarowe .
Elektroda pracujaca

(np. ztota)

Zrédto: Opracowanie wlasne

Rysunek 15. Schemat tréjelektrodowego ukladu pomiarowego wykorzystywanego w pomiarach
woltamperometrycznych.
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4.2.1. Srodowisko pomiarowe

Podstawowe wyposazenie niezbedne do wykonania pomiarow elektrochemicznych
z kontrolowanym potencjatem jest stosunkowo niedrogie i powszechnie dostepne. W skladzie
takiego zestawu powinny si¢ znalez¢ przede wszystkim naczynie do pomiaréw wraz
z ukladem elektrod oraz aparat przeznaczony do generowania napig¢cia polaryzacyjnego
polaczony z uktadem pomiaru pradu i rejestratorem [150]. Bardzo wazny jest takze dobor
odpowiedniego rozpuszczalnika, w ktorym bedzie si¢ znajdowa¢ badana substancja
oraz roztworu elektrolitu podstawowego zapewniajacego wilasciwy przebieg oznaczenia
elektrochemicznego [152]. Opcjonalne wyposazenie stanowi uklad do usuwania tlenu
z badanego roztworu, mieszadlo lub tak zwana klatka Faradaya [151]. Elektrody
wykorzystywane w pomiarach z kontrolowang zmiang potencjatu szczegétowo omoéwiono
w kolejnych punktach pracy. Ponizej opisane zostaly pozostate elementy elektrochemicznego
uktadu pomiarowego.

W  pomiarach ze sterowanym potencjalem powszechnie uzywane s3 naczynia
trojelektrodowe. Zazwyczaj sa to zwykle pojemniczki z wieczkiem zawierajacym otwory
na trzy elektrody oraz rurke do usuwania rozpuszczonego w probee tlenu [152]. Ksztalt
I rozmiar naczynia oraz material uzyty do jej konstrukcji zalezg od rodzaju planowanego
oznaczenia i od rodzaju probki. Najczes$ciej stosowane sa naczynia szklane, ale w razie
potrzeby wykorzystuje si¢ rowniez kwarcowe lub teflonowe [169]. W niektorych
przypadkach naczynia umozliwiajg termostatowanie probki (zainstalowany plaszcz wodny)
lub pozwalajg na uzycie mieszadta magnetycznego.

Wykonanie pomiaru elektroanalitycznego z kontrolowanym potencjalem wymaga
doprowadzenia do ukladu elektrod napigcia polaryzujacego, ktore zmienia si¢ zgodnie
z programem charakterystycznym dla danej techniki pomiarowej i wedlug ustalonych
warunkow danego 0znaczenia. Jednocze$nie konieczny jest pomiar pradu przeptywajacego
przez elektrod¢ pracujaca 1 rejestracja wynikOw oznaczenia w zaleznoSci od napigcia
polaryzacyjnego [151]. Wspolczesnie wszystkie te zadania spelia trojelektrodowy
potencjostat, ktory jednocze$nie umozliwia polaryzacje elektrody pracujacej odpowiednim
napigciem i pomiar pradu pltyngcego przez t¢ elektrode [152]. Z cech, ktoére musi spehiac
prawidlowo funkcjonujacy potencjostat, wymienia si¢ zdolno$§¢ do szybkiej zmiany
potencjatu, niskie zaklocenia i wysoka impedancja wejSciowa [168].

Wszystkie pomiary elektrochemiczne sa wykonywane w osrodku zloZzonym z rozpu-

szczalnika zawierajacego jony elektrolitu podstawowego oraz ewentualnie jony badanego
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zwigzku elektroaktywnego (depolaryzatora) [170]. Wybor rozpuszczalnika jest przede
wszystkim uzalezniony od rodzaju oznaczanego skladnika i jego aktywnosci elektro-
chemicznej w danym $rodowisku, przewodnosci elektrycznej samego rozpuszczalnika, jego
aktywnosci elektrochemicznej i reaktywnosci chemicznej (nie powinien reagowaé z badang
substancjg lub produktami reakcji) [152,170]. Najczesciej stosowanym rozpuszczalnikiem jest
woda, chociaz nie jest ona uniwersalnym S$rodkiem. Czasem konieczne jest uzycie
niewodnych rozpuszczalnikow np. acetonitrylu, dla ktorego stezenie wody musi by¢ nizsze
niz stezenie oznaczanej substancji [150,168].

W omawianych pomiarach elektroanalitycznych dodatkowo wymagane jest stosowanie
elektrolitow podstawowych. Zapewniajg one przewodnictwo jonowe badanego roztworu,
obnizaja jego opornos$¢ oraz prowadza do wyeliminowania pradu migracyjnego [152,170].
Elektrolitami podstawowymi mogg by¢ sole nieorganiczne, kwasy nieorganiczne lub roztwo-
ry buforéw. Nie mogg one jednak oddziatywa¢ z materialem elektrody, ani z oznaczanymi
substancjami. Elektrolit podstawowy powinien by¢ przygotowany z odczynnikow o naj-
wyzszym stopniu czystosci. Jego stezenie zazwyczaj wynosi od 0.1 do 1.0 M i1 powinno by¢
co najmniej stukrotnie wigksze od stezenia oznaczanych zwigzkéw chemicznych [150,152].

Dodatkowym elementem S$rodowiska pomiarowego moze by¢ instalacja do usuwania
tlenu z badanej probki. Jest to wymagane, gdy oznaczenie elektrochemiczne przeprowadzane
jest z uzyciem ujemnych potencjatlow. Najcze$ciej tlen jest usuwany poprzez przepuszczenie
przez badany roztwor pecherzykow czystego azotu lub argonu [150].

W przypadku pomiaréw bardzo matych ilosci badanych substancji korzystne jest umie-
szczenie ukladu pomiarowego w tak zwanej klatce Faradaya. Ta prosta instalacja zapewnia
dobra ochrone przed zakloceniami elektrycznymi podczas wykonywanych oznaczen

elektrochemicznych [168].

4.2.2. Elektroda pracujaca

W trgjelektrodowym ukladzie pomiarowym — obecnie najczes$ciej] wykorzystywanym
w oznaczeniach z kontrolowang zmiang potencjalu — kluczowa role odgrywa elektroda
pracujaca. To na jej powierzchni zachodza procesy bedace podstawa pomiaru
elektrochemicznego. Z tego wzgledu wazne jest, aby charakterystyka jej pracy zapewniata
wysoki poziom mierzonego sygnatu w odniesieniu do wielkosci zaklocen oraz gwarantowata
powtarzalno$¢ oznaczen [171]. Majac to na uwadze, najwazniejsze kKryterium przy wyborze

elektrody pracujacej stanowi sposob zachowania si¢ badanej substancji na powierzchni
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danego przetwornika oraz odpowiedz tlta w zakresie potencjatdow, w ktérym beda przepro-
wadzane pomiary. Dodatkowo pod uwage brane sg takie parametry, jak zakres polaryzacji
elektrody 1 zakres potencjatéw, w ktorym wykazuje ona cechy elektrody idealnie
polaryzowalnej, przewodnictwo elektryczne, odtwarzalno$¢ powierzchni, wlasciwosci
mechaniczne, koszt, dostepnos¢ i toksyczno$¢é materiatlow, z jakich jest ona wykonana [150].
Najbardziej zblizong do elektrody idealnie polaryzowalnej jest elektroda rteciowa. Ponadto
posiada ona prawie idealnie gltadka i czysta powierzchni¢. Jednak zakres potencjatow,
w ktorym pracuje elektroda rtgeciowa dotyczy niemal wylacznie zakresu katodowego,
gdzie najczesciej zachodzi redukcja badanych zwigzkow elektroaktywnych (depolaryzatorow)
[151]. Wiele obaw budzi takze material, z jakiego wykonana jest dana elektroda.
Aby otrzymac elektrode pracujacag w zakresie potencjatdéw dodatnich — obecnie najczesciej
stosowanych w oznaczeniach elektrochemicznych — mozna wykorzysta¢ elektrodg stats.
Tego typu przetwornik jest zazwyczaj wykonywany z metali szlachetnych (Au, Pt)
lub r6znych odmian materialow weglowych [11].

Elektrody state najczesciej wystepuja w postaci dyskow umiejscowionych w ostonie
z odpornego chemicznie tworzywa sztucznego. Wyjatkami od tej reguly sa na przykiad
elektrody ztote wykonane poprzez napylanie czasteczek tego metalu w proézni na odpowiednio
przygotowang powierzchnie lub elektrody drukowane [150]. Elektrody stale w poréwnaniu
z przetwornikami opartymi na rteci wymagajg bardziej czasochlonnego przygotowania [172].
Przed pomiarem elektrochemicznym (lub ewentualnie modyfikacja) powierzchnia elektrody
musi by¢ dokladnie wyczyszczona — najczesciej poprzez polerowanie mechaniczne
lub sposobem elektrochemicznym. W niektéorych przypadkach w celu uzyskania
powtarzalnych wynikéw pomiarow elektrody poddawane sa dodatkowo procesowi aktywacji
[168].

Wsrdéd najpopularniejszych przetwornikéw elektrochemicznych stosowanych w pomia-
rach z kontrolowang zmiang potencjatu znajduja si¢ elektrody weglowe oraz elektrody
wykonane ze zlota. Pierwsze z nich uzyskaly ogromna popularno$¢ glownie dzieki
szerokiemu zakresowi potencjatow, w ktorym pracuja, niskim pradom tla, duzym mozliwo-
sciom modyfikacji powierzchni oraz oboj¢tnosci chemicznej samego materialu, z jakiego
wykonany jest dany przetwornik [150]. Poszczeg6lne rodzaje elektrod weglowych posiadaja
r6zne mikrostruktury wewnetrzne oraz strukturg chemiczng powierzchni w zaleznos$ci od typu
materiatu i sposobu jego przetwarzania. W konsekwencji r6znig si¢ one takze wlasciwosciami
elektrochemicznymi [172]. W oznaczeniach z kontrolowang zmiang potencjalu szerokie

zastosowanie znalazty miedzy innymi elektrody wykonane z wegla szklistego (GCE,
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ang. Glassy Carbon Electrode) oraz z pasty weglowej (CPE, ang. Carbon Paste Electrode)
[150,171]. Elektrody GCE charakteryzuja si¢ bardzo dobrymi wlasciwosciami
mechanicznymi, chemicznymi i elektrycznymi, co wida¢ w odniesieniu do szerokiego zakresu
potencjatu, w jakim sg one wykorzystywane, mozliwosci modyfikacji powierzchni i wysokiej
powtarzalnosci po zabiegach przygotowania do pracy [150]. Sa one czesto uzywane
jako przetworniki elektrochemiczne w badaniach czasteczek biologicznie czynnych,
takich jak zasady azotowe wchodzace w sklad kwasow nukleinowych [173,174], kwasy
nukleinowe [175,176] lub chinony [177]. Z kolei elektrody CPE dzigki tatwosci
w odtwarzaniu 1 modyfikacji powierzchni roboczej zyskaty miano jednego z najbardziej
popularnych przetwornikdw wykorzystywanych w konstrukcji réznego rodzaju sensorow
elektrochemicznych [178]. Modyfikacja tego typu elektrod polega najczgscie]
na wprowadzeniu do pasty weglowej dodatkéw, ktore same zmieniajg wlasciwosci
przetwornika, albo umozliwiajg dokonanie dalszych udoskonalen jego powierzchni [150,178].
Elektrody CPE sg takze czesto stosowane w elektrochemicznych badaniach wilasciwosci
réznych czasteczek biologicznie czynnych — na przyktad oligonukleotydow [179], DNA [180,
181] lub awidyny [182].

Mimo swoich oczywistych zalet elektrody weglowe posiadajg zdecydowanie nizsza
szybkos$¢ transportu elektrondw na powierzchni atomoéw wegla niz elektrody wykonane
z metali [172]. Moze to wptywa¢ na warunki przeplywu pradu powstalego w oznaczeniach
elektroanalitycznych. W ostatnich latach bardzo duze zainteresowanie zyskaty elektrody
zlote, ktére oprocz dobrych wilasciwosci elektrycznych (szybka kinetyka przeptywu
elektronéw dla wielu uktadow redoks) odznaczajg si¢ takze szerokimi mozliwosciami
modyfikacji powierzchni poprzez samoorganizujace si¢ monowarstwy [183,184].
Elektrody zlote wystepuja w formie dyskow zatopionych w materiale izolujacym
lub w postaci cienkich filméw naniesionych na specjalnie przygotowane podioze. Te drugie
sa najczesciej wykorzystywane w badaniach struktur modyfikujacych powierzchnie
przetwornika przeprowadzanych przy uzyciu technik pomiarowych, takich jak powierzchnio-
wy rezonans plazmonowy (SPR), refleksyjno-absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni
(RAIRS), mikrowaga kwarcowa (QCM) czy elipsometria [185]. W zalezno$ci od potrzeb
struktura zlota wykorzystanego do produkcji przetwornika pozostaje niezorganizowana
(polikrystaliczna) lub celowo uporzadkowana (monokrystaliczna). Szczegotowy opis mody-
fikacji powierzchni elektrod ztotych i ich wykorzystania w uktadach biosensorowych zawarty

zostat w dalszej czgsci pracy.
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4.2.3. Elektroda odniesienia i pomocnicza

Potencjat elektrody pracujacej jest kontrolowany przy pomocy elektrody referencyjnej
(odniesienia). Elektroda ta posiada stabilny potencjat (niezalezny od sktadu badanej probki)
I powinna by¢ idealnie niepolaryzowalna — jej potencjat pozostaje niezmienny niezaleznie
od wielkosci pradu przeptywajacego przez elektrode pracujacg [186]. W pomiarach
elektrochemicznych na elektrodach statych z kontrolowang zmiang potencjatu jako elektrode
odniesienia najczesciej] wykorzystuje sie elektrode II rodzaju (odwracalng wzgledem
wspolnego anionu) chlorosrebrowa lub nasycong kalomelowg [151,152]. Pierwsza z nich
jest ostatnio szczego6lnie popularna w oznaczeniach elektroanalitycznych ze wzgledu
na zwarto$¢ konstrukcji oraz brak rteci w swojej budowie (w przeciwienstwie do nasyconej
elektrody kalomelowej). Aby ochroni¢ elektrodg referencyjng przed bezposrednim wptywem
probki czesto jest ona dodatkowo wyposazona w klucz elektrolityczny [186].

Trojelektrodowy uktad pomiarowy polaczony z potencjostatem do swojej prawidlowe;j
pracy potrzebuje oprocz elektrody pracujacej 1 referencyjnej takze trzeciej elektrody
okreslanej mianem pomocniczej [168]. W tym uktadzie zapewnia ona przeplyw mierzonego
pradu miedzy swoja powierzchnig a elektrodg pracujaca. Elektroda pomocnicza jest najcze-
$ciej wykonana z metalu szlachetnego (przewaznie platyny) lub wegla szklistego (co jest
zdecydowanie rzadziej spotykane) [150,151]. W celu zminimalizowania mozliwych zakidcen
pomiaru ze strony elektrody pomocniczej zaleca si¢, aby jej powierzchnia byta znaczaco

wigksza od powierzchni elektrody pracujacej [168].

4.3. Modyfikacje zlotej elektrody pracujacej

Modyfikacje powierzchni elektrody pracujacej przeprowadzane sg z wielu powodow.
Wsrod najezesciej wymienianych przedstawia si¢ wzrost selektywnos$ci 1 czuto$ci otrzyma-
nego uktadu elektroanalitycznego, poprawe stabilnosci chemicznej i elektrochemicznej
modyfikowanego przetwornika oraz zwigkszenie jego odporno$ci na zanieczyszczenia
[171,187]. Elektrody zmodyfikowane chemicznie uzyskuje si¢ najczesciej poprzez pokrycie
materiatlu przewodnika (lub ewentualnie polprzewodnika) jonowym albo polimerowym
filmem zbudowanym z jednakowych lub réznych czasteczek. Zmieniaja one elektro-
chemiczne, optyczne lub inne wilasciwosci przestrzeni (interfazy) migdzy powierzchnig

przetwornika a otaczajacym ja Srodowiskiem [187].

Strona 53



W przypadku elektrod metalowych bardzo prostym i jednoczes$nie wszechstronnym
sposobem uzyskania pozadanych wiasciwosci i mozliwos$ci aplikacyjnych jest modyfikacja
powierzchni oparta o wykorzystanie samoorganizujacych si¢ monowarstw (SAM, ang. Self-
Assembled Monolayers) [14,183]. W ostatnim czasie Szczegdlng popularno$é zyskaty
struktury zbudowane z czasteczek posiadajacych atomy siarki (gldwnie alkanotioli, sulfidow
i disulfidéw alkilowych) i utworzone w wyniku chemisorpcji na powierzchni ztota [188-190].
Tego rodzaju monowarstwy sa obecnie najlepiej poznanymi samoorganizujacymi Si¢
ukfadami w zakresie stabilnosci i wlasciwosci fizykochemicznych powstatego filmu [185].
Sa one stosunkowo tatwe do przygotowania i umozliwiajg proste wprowadzenie w swoja
strukture czgsteczek przeznaczonych do badan lub do tworzenia systeméw biodeteke;i.
Dobierajac odpowiednie elementy wchodzace w sktad warstwy SAM (budujace jej strukturg
mikroskopowa) mozna otrzymaé powierzchni¢ o pozadanych wlasciwosciach makro-
skopowych [14]. Jednak, aby nowoutworzone struktury posiadaty pozadane cechy konieczne
jest odpowiednie przygotowanie powierzchni zlota przed modyfikacja [184].

Przygotowanie powierzchni elektrod zlotych zalezy od materiatu z jakiego zostaty one
wykonane oraz od rodzaju planowanej dalszej modyfikacji przetwornika. Wsrod najczesciej
stosowanych sposobow wymienia si¢ polerowanie mechaniczne (z uzyciem papieru $cierne-
go, zawiesin diamentowych, aluminiowych, korundu lub innych mineratow), traktowanie
chemiczne (trawienie kwasami, zasadami, innymi chemicznie aktywnymi mieszaninami),
elektrochemiczne przemiatanie potencjatem (lub poddawanie kondycjonowaniu przy okreslo-
nej warto$ci potencjatu) oraz wykorzystanie innych czynnikow fizycznych (np. ultra-
sonifikacja w srodowisku wodnym, alkoholowym, itp.) [164,172,191,192]. Proces przygoto-
wania elektrody zazwyczaj rozpoczyna si¢ od mechanicznego usuwania niepozadanych
substancji z powierzchni zfota. Nastgpnie elektroda wystawiana jest na dzialanie czynnikow
utleniajacych 1 — w zaleznosci od potrzeb — powierzchniowe tlenki zlota sa poOZniej
chemicznie redukowane badz pozostaja [192]. Czesto po wyzej wymienionych zabiegach
stosowane sg etapy traktowania termicznego lub elektrochemicznego, ktoére maja na celu
wygladzenie i utworzenie aktywnej powierzchni [164,193]. Skuteczno$¢ procesu
przygotowania elektrod zlotych mozna sprawdzi¢ wyznaczajac elektrochemiczne pole
powierzchni elektrody i porownujac je z obliczonym polem geometrycznym — uzyskujac

tym samym tak zwany wspolczynnik szorstkosci powierzchni [192,194].
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4.3.1. Samoorganizujace si¢ monowarstwy

Samoorganizacja czasteczkowa jest spontanicznym procesem organizacji molekut,
ktére znajduja si¢ w warunkach rownowagi dynamicznej, w strukturalnie okreslone i stabilne
uktady. Wskutek obecnosci oddziatywan niekowalencyjnych, takich jak wigzania wodorowe,
sity elektrostatyczne oraz oddzialtywania van der Waalsa, powstajag zhierarchizowane uklady
[188]. Podstawowym warunkiem ich istnienia jest odpowiednia chemiczna komple-
mentarno$¢ 1 strukturalna kompatybilno$¢ czasteczek tworzacych nowopowstaly strukture.
Mimo ze wymienione oddzialywania sg z natury stabe, ich wspélna sita prowadzi
do utworzenia stabilnych makroskopowych struktur [195]. Najpopularniejszym uktadem typu
SAM jest chemisorpcja czgsteczek zawierajgcych grupy tiolowe lub dwusiarczki na po-
wierzchni zlota. Stosujac bardzo rozciehczone roztwory na powierzchni przetwornika
otrzymywane sg struktury o pozadanych wiasciwosciach fizycznych i chemicznych [190].
Biorac pod uwage mozliwosci praktycznego wykorzystania, najwigkszy potencjat aplikacyjny
prezentujg alkanotiolowe monowarstwy SAM. Inne czasteczki, takie jak dialkilosulfidy
lub disulfidy alkilowe, sg zdecydowanie mniej efektywne w tworzeniu samoorganizujacych
si¢ struktur [183].

Struktura, gesto$¢ upakowania i stopien organizacji warstwy SAM zalezy od szeregu
czynnikow, wsrdd ktorych najwazniejsze wigzg si¢ ze stanem modyfikowanego podioza (jego
rodzaj, szorstko$¢, czysto$¢), budowg unieruchamianych czasteczek (rozmiar, ksztak,
obecno$¢ poszczegdlnych grup funkcyjnych) oraz przebiegiem samego procesu tworzenia
monowarstwy (czas imersji, temperatura, rozpuszczalnik, stezenie i czystos¢ adsorbatow, itd.)
[184,189]. Sam proces formowania samoorganizujacych si¢ tiolowych struktur na po-
wierzchni zlota przebiega dwuetapowo [185]. W pierwszej kolejnosci zachodzi chemisorpcja
czasteczek adsorbatu na powierzchni metalu poprzez oksydacyjng reakcje addycji grup —SH
do zfota. Powstajg spolaryzowane wigzania kowalencyjne S-Au utrzymujace calg strukture
SAM na modyfikowanym podlozu. W drugim etapie (bardziej dlugotrwalym)
unieruchomione czasteczki ulegaja samoorganizacji pod wptywem bocznych oddzialywan
migdzy poszczegdlnymi elementami monowarstwy [188].

Uzyskana tiolowa SAM modyfikujaca elektrode zlota jest warstwa cienkiego filmu
0 nanometrowych rozmiarach pokrywajaca powierzchni¢ danego metalu [190]. Podstawowa
forma tego typu monowarstwy skfada si¢ z trzech zasadniczych czgsci (rys. 16).
Najblizej powierzchni elektrody znajduja sie grupy czolowe pojedynczych czasteczek

budujacych SAM, ktére mocujg ja silnie do podioza poprzez wigzanie kowalencyjne. Powyzej
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wystepuja zazwyczaj lancuchy alkilowe, ktore dzigki oddziatywaniom niekowalencyjnym
(gtdownie sit van der Waalsa) zapewniajg stabilno$¢ calej struktury [184]. Koncowe grupy
funkcyjne poszczegdlnych czasteczek wchodzacych w sktad SAM zapewniaja kontrolowane
wlasciwosci i reakcyjno$¢ monowarstwy [185]. Dla poréwnania: wprowadzenie grup hydro-
ksylowych zapewnia hydrofilowo$¢ modyfikowanej powierzchni, grup metylowych —
hydrofobowos¢ [14]. Dzigki odpowiedniemu doborowi koncowych grup funkcyjnych,
specyficzne oddziatywanie monowarstwy SAM moze by¢ wykorzystane w unieruchomieniu

kolejnych czasteczek na powierzchni elektrody ztotej [190].

grupy _ [
funkcyjne |
fancuchy _|
alifatyczne
- §” 87 87 s - 5 5 ¥ 9
b - ;»l Ll | | 1

° . — 8° S
wigzanie _| | |
kowalencyjne B

.

B

it g e A

.

Zrodto: Na podstawie [14]

Rysunek 16. Schemat budowy samoorganizujacej si¢ monowarstwy utworzonej z funkcyjnych
alkanotioli na powierzchni zlota.

Popularne jest takze formowanie mieszanych samoorganizujacych si¢ monowarstw,
w ktorych poszczegélne elementy sktadowe odpowiadaja za inne funkcje nowopowstatej
struktury [183]. Przyktadem moze by¢ mieszana warstwa SAM zaprezentowana przez S. Choi
i W.L. Myrphy’ego, ktora umozliwiata jednoczes$ne specyficzne zwigzanie fragmentu kwasu
nukleinowego, adhezj¢ komorki oraz zapobieganie niespecyficznej adsorpcji niepozadanych
czasteczek [196]. W tym przypadku jednoniciowa sonda DNA unieruchomiona
na powierzchni zlota poprzez heksanotiolowy 1acznik pozwalata na zwigzanie
komplementarnego fragmentu kwasu nukleinowego. Z kolei do czasteczek alkanotiolu
zakonczonych grupg karboksylowa przylaczono peptyd Gly-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro,
ktéry umozliwiat adhezje komorek. Pozostata przestrzen monowarstwy SAM byta wypehio-
na przez czasteczki alkanotioli zakonczone tri(glikolem etylenu) sprawiajace,
ze nowopowstala powierzchnia byla odporna na niespecyficzne oddzialywania innych

czasteczek .
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Budowa i wilasciwosci samoorganizujacych si¢ monowarstw utworzonych na zlocie
moga by¢ oceniane przy uzyciu roznych technik analitycznych: pomiaru kata zwilzania [197],
metod spektroskopowych [198,199], réznych odmian mikroskopii skaningowej [149,200],
pomiarow elipsometrycznych oraz techniki SPR [201]. Elektrochemiczna ocena monowarstw
SAM najczgsciej odbywa si¢ przy pomocy pomiaréw spektroskopii EIS lub woltamperometrii
CV [149,202]. Badania woltamperometryczne pozwalajg na ustalenie ogdlnej charakterystyki
spojnosci monowarstwy oraz czestotliwosci wystepowania defektow [185]. Wyznaczajac
warto$¢ pojemnosci elektrycznej interfazy miedzy powierzchnig zmodyfikowanej elektrody
a roztworem mocnego elektrolitu mozna sprawdzi¢, na ile nowopowstata SAM szczelnie
pokrywa powierzchni¢ przetwornika [164,190]. Z kolei pomiary technikg EIS
mogg dostarczy¢ informacji na temat zdolnosci monowarstwy do przewodzenia elektronow
(poprzez pomiar rezystancji SAM) [161]. Obserwujgc zmieniajace si¢ wlhasciwosci
monowarstwy mozliwe jest takze $ledzenie kinetyki procesu formowania si¢ tego typu

struktur na powierzchni elektrody [158,202].

4.3.2 Immobilizacja sond DNA

Najprostsze techniki immobilizacji czasteczek kwasoéw nukleinowych na powierzchni
elektrod statych opieraja si¢ na wykorzystaniu oddzialywan elektrostatycznych miedzy
ujemnie natadowanym szkieletem cukrowo-fosforanowym DNA a dodatnio spolaryzowang
powierzchnig elektrody [148]. Jednak zastosowanie tego typu procedury moze prowadzi¢
do ograniczenia specyficznych wilasciwosci danej czasteczki, jej niestabilnego zwigzania
lub zmniejszenia mozliwosci wykorzystania do celow analitycznych. Uzycie Ssamo-
organizujacych si¢ struktur do unieruchomienia czasteczek DNA na powierzchni elektrody
zlotej moze rozwigzaé wigkszo$¢ wyzej wspomnianych ograniczen. Jednopunktowe
zwigzanie nici kwasu nukleinowego (przy koncu 5’ lub 3°) pozwala na silne unieruchomienie
jej na powierzchni przetwornika przy jednoczesnym utrzymaniu peinej konformacyjnej
swobody DNA [147,161,190].

Kowalencyjne unieruchomienie fragmentow kwasow nukleinowych na powierzchni
elektrod zlotych zmodyfikowanych samoorganizujaca si¢ monowarstwa moze by¢
przeprowadzone w dwojaki sposob. Pierwszy z nich polega na uprzednim przygotowaniu
podloza poprzez uformowanie warstwy SAM wyposazonej w grupy ligandow, ktore pdzniej
tacza si¢ z immobilizowanymi czasteczkami DNA [183]. Tego typu rozwigzanie zostalo

wykorzystane w przygotowaniu elektrochemicznego biosensora DNA do wykrywania
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organizméw zmodyfikowanych genetycznie [203]. Samoorganizujaca si¢ warstwa zbudowana
z czasteczek cysteaminy postuzyla do unieruchomienia sondy ssDNA na powierzchni
elektrody ztotej. Jednoniciowy fragment DNA zostal polaczony z grupami aminowymi
warstwy SAM poprzez wigzanie amidowe utworzone przy wspotudziale pochodnych
karbodiimidowych (EDC, NHS). Konstrukcja warstwy detekcyjnej biosensora oparta
0 samoorganizujaca si¢ monowarstwe cysteaminy umozliwita pewne unieruchomienie sondy
na powierzchni elektrody zlotej oraz zwigkszyla jej dostepnos¢ dla wykrywanego
komplementarnego fragmentu DNA.

Drugi sposob immobilizacji DNA na powierzchni zlota z wykorzystaniem monowarstwy
SAM wiaze si¢ z wprowadzeniem do unieruchamianego fragmentu kwasu nukleinowego
facznika wyposazonego w grupy tiolowe. Najczesciej stosowane sg w tym celu alifatyczne
czasteczki merkaptoalkilowe posiadajace w swojej strukturze 3 lub 6 atomow wegla. Sondy
DNA wyposazone w tego typu lgcznik (na jednym ze swoich koncoéw) sa nastepnie
wykorzystywane do formowania monowarstw na powierzchni elektrod zlotych [159].
Tiolowane sondy ssDNA s3 obecnie czesto stosowane w elektrochemicznych biosensorach
DNA opartych na reakcji hybrydyzacji z docelowymi fragmentami kwasoéw nukleinowych
[190]. Najczesciej wystepuja one w mieszanych samoorganizujgcych sie monowarstwach
w polaczeniu z czgsteczkami merkaptoalkoholi tworzacymi wypetlienie SAM. Tego typu
uklad zostal wykorzystany miedzy innymi jako model do badania wplywu struktury
chemicznej powierzchni przetwornika na hybrydyzacje DNA w warstwie detekcyjne;j
biosensora [157,159,190,198,204,205]. Wprowadzenie drugiego skiadnika do monowarstwy
zbudowanej z tiolowanych sond ssDNA pozwolito uzyska¢ takze inne dodatkowe korzysci.
Czasteczki merkaptoalkoholu wypetniaja strukture warstwy SAM 1 zabezpieczaja
powierzchni¢ elektrody przed niespecyficzna adsorpcja innych zwigzkow chemicznych
[198,206]. Grupy alkoholowe wypetniacza odpychajg ujemnie natadowane tancuchy DNA,
co powoduje, ze unieruchomiona sonda ssDNA jest skierowana do badanego roztworu [207].
Odpowiednio dobierajac st¢zenie i sposéb immobilizacji obu sktadnikow mieszanej SAM
mozna kontrolowa¢ stopien pokrycia powierzchni elektrody przez jednoniciowe czasteczki
DNA. W tym przypadku konieczna jest jednak ostroznos¢, poniewaz zbyt diugi czas
wprowadzania czasteczek merkaptoalkoholu moze powodowa¢ desorpcje ssDNA
z powierzchni zlota [159,208]. Mimo powyzszych zastrzezen taki sposob przygotowania
mieszanych SAM jest wykorzystywany w wielu elektrochemicznych biosensorach DNA
[158,160,162,209,210].
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5. Systemy detekcji hybrydyzacji w elektrochemicznych
biosensorach DNA

Efektywnie dziatajace elektrochemiczne biosensory DNA przeznaczone do wykrywania
specyficznych fragmentow kwasdéw nukleinowych powinny spetniaé¢ trzy najwazniejsze
wymagania. Po pierwsze, konstrukcja warstwy detekcyjnej urzadzenia ma zapewniaé trwate
zwigzanie sond ssDNA jednoczes$nie umozliwiajgc specyficzne rozpoznanie docelowego
DNA [148]. Po drugie, reakcja hybrydyzacji stanowigca podstawe pracy tego typu biosensora
musi przebiega¢ w warunkach umozliwiajacych selektywne i efektywne tworzenie
dwuniciowych struktur kwasow nukleinowych na powierzchni przetwornika [110]. Trzecim
wymogiem jest sprawny system detekcji hybrydyzacji DNA, ktory w wiarygodny sposob
pozwala na odrdzni¢ pozytywne i negatywne rezultaty catego procesu biodetekcji [12].

W przypadku elektrochemicznych biosensorow DNA ocene wynikow oddzialywania
sond ssDNA z badanymi probkami kwasow nukleinowych przeprowadza si¢ najczesciej
mierzgc bezposrednio odpowiedz elektrochemiczng czgsteczek DNA, monitorujgc sygnat
elektroaktywnych wskaznikow (rozroézniajacych jedno- i dwuniciowe struktury kwasow
nukleinowych) albo stosujgc drugg sond¢ tzw. wskaznikowg (w technikach

dwuwarstwowych) [106,110,122].

5.1. Czynniki wplywajace na proces hybrydyzacji DNA

Hybrydyzacja to proces, w wyniku ktorego dwie komplementarne nicie kwasu
nukleinowego 1acza si¢ ze soba tworzac dwuniciowa strukturg. W przypadku elektro-
chemicznych biosensoréow DNA reakcja ta przeprowadzana jest najcze$ciej miedzy
unieruchomiong na powierzchni przetwornika sondg sSDNA i docelowym fragmentem kwasu
nukleinowego (tDNA) [149]. Znacznie rzadziej wykorzystywane sg techniki biosensorowe,
w ktorych dany uktad jest stosowany w odwrotnej konfiguracji. W takiej sytuacji
zaadsorbowane na powierzchni przetwornika czasteczki tDNA wigza si¢ z komple-
mentarnymi sondami ssSDNA wprowadzonymi do roztworu hybrydyzacyjnego [142].
Z kolei w przypadku technik dwuwarstwowych reakcja hybrydyzacji przeprowadzana jest
zazwyczaj dwukrotnie — raz w celu unieruchomienia docelowych fragmentéw DNA
w warstwie detekcyjnej biosensora (oddziatywanie z sondami ssDNA zwigzanymi

na powierzchni przetwornika) i ponownie w trakcie detekcji nowoutworzonych dwu-
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niciowych odcinkdéw DNA (najczesciej poprzez przytaczenie znakowanych sond wskazniko-
wych do innego fragmentu tDNA) [110]. Tego typu rozwigzanie moze by¢ jednak zbyt
zlozone ze wzgledu na koniecznos¢ przygotowania dwoch rdéznych sond i przeprowadzenia
dwoch oddzielnych reakceji ich oddziatywania z tDNA [148].

Na przebieg procesu hybrydyzacji zachodzacego w trakcie pracy biosensora DNA wplyw
ma wiele czynnikow. Jednym z najwazniejszych jest konstrukcja warstwy detekcyjnej
urzadzenia. Forma sond ssDNA i sposob ich unieruchomienia na powierzchni
elektrochemicznego przetwornika muszg spelnia¢ dwa zasadnicze warunki [122]. Pierwszym
warunkiem jest zachowanie w jak najwigkszym stopniu zdolnosci elementow warstwy
detekcyjnej biosensora do specyficznego wigzania tDNA. W literaturze przytaczanych jest
wiele sposobow immobilizacji sond SSDNA na powierzchni elektrod. W tym celu
wykorzystawano miedzy innymi proces adsorpcji fizycznej (czgsto wspomaganej
oddzialywaniami elektrostatycznymi), wigzanie z udzialem czasteczek awidyny i biotyny,
adsorpcje¢ chemiczng oraz inne rodzaje wigzan kowalencyjnych [12,155]. Dwie ostatnie
z wymienionych technik spehiajg w najwyzszym stopniu wcze$niej wspomniane Kryterium.
W pierwszych probach ich uzycia na elektrodach zlotych stosowano najczesciej
samoorganizujgce si¢ monowarstwy zbudowane z reaktywnych czasteczek tioli (wypo-
sazonych w grupy aminowe lub karboksylowe), z ktérymi nastepnie wigzano kowalencyjnie
jednoniciowe fragmenty DNA (przy wspotudziale w tej reakcji zwigzkow karbodiimidowych)
[122]. Obecnie najdogodniejszym sposobem immobilizacji sond jest wyposazanie ich
w tiolowane Igczniki, ktore ulegaja chemisorpcji na powierzchni ztota [190]. Dodatkowo
wprowadzajac do takiej monowarstwy ssDNA drugi sktadnik w postaci krotkich alkanotioli
mozliwe jest jej dokfadniejsze zorganizowanie, ktore jednocze$nie ogranicza niespecyficzne
oddziatywanie elektrody z niepozadanymi w czasie detekcji czasteczkami [206]. Tego rodzaju
mieszana warstwa SAM zapewnia odpowiednig gesto$¢ powierzchniowa sond, ktora takze
wplywa na wydajno$¢ procesu hybrydyzacji z docelowym DNA [159,204]. Wprowadzenie
czasteczek alkanotioli poprawiajacych uporzadkowanie nici DNA w warstwie detekcyjnej
biosensora nie przeszkadza rowniez w zapewnieniu drugiego wymogu stawianego tym
strukturom w elektrochemicznych biosensorach. Mieszane SAM umozliwiaja zachowanie
przewodnosci elektrycznej interfazy elektroda-roztwor elektrolitu  [122]. Wysoce
zorganizowana monowarstwa jednopunktowo unieruchomionych sond ssDNA umozliwia
swobodny przeptyw tadunkow powstatych w reakcjach redoks zachodzacych na powierzchni

przetwornika [12].

Strona 60



Przebieg procesu hybrydyzacji zalezy réwniez od dtugosci sond ssDNA zastosowanych
w warstwie detekcyjnej biosensora. Ilo$¢ zasad w sekwencji sondy musi by¢ wystarczajaca,
aby zapewnic¢ specyficznos¢ oddziatywania z docelowym fragmentem DNA. Z drugiej strony
niec moze ona by¢ zbyt duza, poniewaz dlugie czasteczki ssDNA unieruchomione
na powierzchni elektrody moga sobie wzajemnie przeszkadza¢ w procesie hybrydyzacji
[122]. W badaniach wptywu rozmiaro6w sond sSDNA na proces tworzenia dupleksow DNA
najlepsza wydajno$¢ hybrydyzacji uzyskano dla 24-merowych oligonukleotydow unierucho-
mionych na powierzchni elektrody. Dalsze wydtuzanie sond obnizalo dostepnos$¢ warstwy
detekcyjnej dla docelowych fragmentéw DNA [211].

Wydajnos¢ procesu hybrydyzacji warunkuje takze s$rodowisko, w jakim przebiega
ten proces. Nie bez znaczenia jest st¢zenie jondéw obecnych w roztworze hybrydyzacyjnym.
Zazwycza] w tym celu stosuje si¢ roztwory wzbogacone chlorkiem sodu, ktorego jony
korzystnie wptywajg na przebieg formowania si¢ dupleksow DNA [212]. Oprocz sity jonowej
roztworu reakcyjnego na wydajno$¢ procesu hybrydyzacji wptywa takze jego temperatura,
sktad i odczyn roztworu. Najczesciej reakcja przeprowadzana jest w temperaturze pokojowej
[110,209,213]. Zwigkszanie temperatury moze nieco przyspieszy¢ formowanie si¢ duplekséw
DNA. Jednak w takich warunkach istnicje bardzo duze ryzyko desorpcji elementow
monowarstwy SAM z powierzchni elektrody [214]. Reakcja hybrydyzacji w warstwie
detekcyjnej biosensora przeprowadzana jest najczesciej w roztworach buforow
fosforanowego, cytrynianowego (2xSSC) lub TRIS-HCI o pH z zakresu od 7.0 do 8.0
[149,159,203,209,215]. Czas trwania tej reakcji jest zrdéznicowany — w zaleznosci
od zastosowanej procedury wynosit od 10 minut do godziny Ilub nawet dluzej
[159,206,213,216,217]. Nalezy jednak zwroci¢ uwage, iz wydiuzanie czasu interakcji sond
Zz badanym DNA moze prowadzi¢ do wystgpienia zjawiska niespecyficznej hybrydyzacji

[110]. Zagadnieniu temu poswigcono wigcej uwagi w czesci doswiadczalnej niniejszej pracy.

5.2. Detekcja procesu hybrydyzacji kwasé6w nukleinowych

Po przeprowadzeniu interakcji sond ssDNA z ocenianym DNA dalsza praca uktadu
biodetekcji skupia si¢ na zbadaniu wynikéw tego oddzialywania. Zasadniczym celem
jest sprawdzenie, czy na powierzchni biosensora powstaty dwuniciowe fragmenty kwasu

nukleinowego [110]. Wsrod wielu roznorodnych technik detekcji hybrydyzacji mozna
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wyroézni¢ te, ktore nie wymagaja stosowania dodatkowych odczynnikow chemicznych
(np. wskaznikow, nosnikow redoks, substratéw dla enzymoéw) w celu wywotania sygnalu
analitycznego. Rozwigzania takie okresla si¢ mianem technik bezodczynnikowych
(ang. reagent-less). Prezentowane sg takze Sposoby, ktdre pomijaja potrzebe chemicznej
modyfikacji sond, fragmentéw tDNA lub innych substancji oddziatujacych z kwasami
nukleinowymi — sa to tak zwane techniki bezwskaznikowe (ang. label-free) [122]. Pozostale
metody detekcji hybrydyzacji kwaséw nukleinowych s3 najczesciej kombinacjg jednego
lub obu rozwigzan z zakresu pomijanego w technikach bezodczynnikowych

lub bezwskaznikowych.

Tabela 1. Techniki detekcji hybrydyzacji wykorzystywane w elektrochemicznych biosensorach
hybrydyzacji DNA wg IUPAC.

Technika Technika
Zasada detekcji Przyktad bezodczynnikowa bezwskaznikowa
(ang. reagent-less) (ang. label-free)
Naturalna Utlenienie guaniny na Tak
aktywno$¢ elektrodach weglowych (moze by¢ potaczona Tak

elektryczna DNA z przeno$nikami redoks)

Elektrostatyczne

(aniony lub kationy) Nie Tak
Wskazniki redoks
Zwiazki taczace si¢ z rowkami .
DNA, interkalatory Nie Tak
Zwiazki metaloorganiczne Tak
Wskazniki redoks lazk & . (moga by¢ stosowane jako
o . zwiazki chelatowe metali, I .
wigzace si¢ przenos$niki redoks — przy Nie

ugrupowania organiczne,

kowalencyjnie :
) nanoczasteczki

uzyciu rozpuszczalnego
depolaryzatora)

Enzymy

polgczone z DNA Fosfatazy, peroksydazy Nie Nie

Zrodto: Opracowanie whasne na podstawie [12]

Wsrod najpopularniejszych sposoboéw wykrywania dwuniciowych fragmentéw DNA
unieruchomionych na powierzchni elektrody wymienia si¢ metody oparte o naturalng
aktywno$¢ elektryczng kwasoéw nukleinowych, wykorzystujace elektroaktywne wskazniki
redoks (wigzace si¢ z DNA w sposob kowalencyjny lub niekowalencyjny) i/lub oparte
o aktywnos$¢ katalityczng wybranych enzymoéw. Ogolne zestawienie opisanych wyzej metod

detekcji hybrydyzacji i ich powigzanie z kategoriami technik bezodczynnikowych
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oraz bezwskaznikowych zostalo zaprezentowane w raporcie technicznym IUPAC dotyczacym
elektrochemicznych biosensorow DNA [12]. Przykfady ich wykorzystania w tego typu
sensorach przedstawiono w tabeli 1. W dalszej czgéci niniejszej pracy poszczegdlne techniki
detekcji hybrydyzacji DNA zostaly pogrupowane zgodnie z ogolnie przyjetym w literaturze

podziatem na metody bezposrednie i posrednie.

5.2.1. Bezposrednie metody detekcji hybrydyzacji DNA

Bezposrednie metody wykrywania hybrydyzacji w elektrochemicznych biosensorach
opieraja si¢ przede wszystkim na badaniu aktywnosci elektrycznej czasteczek DNA
unieruchomionych na powierzchni przetwornika [148]. Kwasy nukleinowe sg elektrycznie
aktywne dzigki mozliwosci przeprowadzenia reakcji redoks zasad 1 cukréw wchodzacych
w sklad ich czasteczek. Wszystkie zasady azotowe budujagce DNA wykazujg zdolnosé
do elektrochemicznego utleniania si¢ na powierzchni elektrod weglowych, jednak do celow
analitycznych na ro6znych elektrodach stalych najcze$ciej wykorzystuje si¢ sygnatl
najaktywniejszej elektrycznie guaniny [110,179]. Teoretycznie sygnal elektrochemiczny
tej zasady powinien wzrasta¢ po reakcji hybrydyzacji w wyniku tworzenia si¢ dupleksow
DNA w warstwie detekcyjnej biosensora, poniewaz zwigksza si¢ jej ilos¢ na powierzchni
elektrody [106]. Jednak pewne niekorzystne zjawiska ograniczajg mozliwo$¢ wykorzystania
tego sposobu bezposredniej detekcji hybrydyzacji. Zasady azotowe w dwuniciowych
czasteczkach DNA trudniej ulegaja utlenieniu w poréwnaniu do fragmentow jednoniciowych
[106]. Dodatkowo reakcji utleniania poddajg si¢ zazwyczaj wylacznie czasteczki zasady
azotowej bedace najblizej powierzchni elektrody [12]. Wszystko to sprawia, ze praktyczne
wykorzystanie tej metody wykrywania hybrydyzacji wymaga opracowania pewnych
modyfikacji. Jednym z najczg$ciej proponowanych rozwigzan jest zastgpienie czasteczek
guaniny w strukturze sondy ssDNA inozyng [218,219]. Zwigzek ten takze laczy si¢
specyficznie z cytozyna. Jednoczesnie inozyna wykazuje okoto trzykrotnie nizsza aktywnosé
elektrochemiczng w poréwnaniu z zastgpowang zasada azotowa. W takim uktadzie detekcja
hybrydyzacji opiera si¢ na pomiarze sygnatu redoks guaniny pochodzacej z docelowych
fragmentow tDNA zwigzanych w warstwie detekcyjnej biosensora [106].

Przedstawione powyzej metody wykrywania dwuniciowych struktur DNA odznaczajg si¢
dwiema zasadniczymi zaletami — prostota wykonania i mozliwoscia natychmiastowej
sygnalizacji formowania si¢ czasteczek dsDNA [220]. Niestety utlenienie guaniny przebiega

przy stosunkowo wysokim dodatnim potencjale (ok. 1.0 V wzgledem Ag/AgCl) i wykorzysta-
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nie tego sposobu detekcji dsSDNA wigze si¢ z wysokim sygnatem tla, co obniza czulo$é
biosensora. Dodatkowo w przypadku elektrod ztotych odpowiedz elektroanalityczna wynika-
jaca z utlenienia guaniny naklada si¢ z sygnatem zwigzanym z reakcjg redoks materiatu,
z jakiego wykonany jest ten przetwornik [221]. Wspomniane utrudnienia mozna poming¢
stosujac zwigzki chemiczne posredniczace w reakcji utlenienia zasad azotowych (tabela 1).
W tym celu do mieszaniny reakcyjnej najczes$ciej wprowadzane sg kompleksy rutenu
(np. bis(2,2’-bipirydyl) rutenu (1), Ru(bpy)s’"). Zwiazki te dzialaja jako przewodniki
utlenienia guaniny umozliwiajace latwiejszy przeptyw tadunkow pomiedzy kwasem
nukleinowym a elektrodg w trakcie badanej reakcji redoks. Zapewniony szybszy przeptyw
elektronow zwigksza czulo§¢ opracowanego ukladu biosensorowego. Dodatkowo mierzony
sygnat elektrochemiczny wystepuje W zakresie potencjalow, gdzie odnotowywane sg nizsze

wartosci pradow tla [222].

5.2.2. Posrednie metody detekcji hybrydyzacji DNA

Systemy wykrywania hybrydyzacji w elektrochemicznych biosensorach DNA okreslane
mianem metod posrednich opierajg si¢ zazwyczaj na obserwacji zmian wlasciwosci interfazy
elektroda-roztwor elektrolitu lub wykorzystaniu wskaznikow specyficznie oddzialujgcych
z ss- i dsDNA obecnym w warstwie detekcyjnej urzadzenia. Bioragc pod uwage pierwsza
kategorie¢ procedur wigkszo$¢ z nich opiera sig na badaniu wilasciwosci przewodzacych
polimeréow modyfikujgcych powierzchnie elektrody, zmian przewodnosci jonowej, pomiarze
pojemnosci elektrycznej lub impedancji badanej interfazy [148]. Tego rodzaju uktad detekcji
hybrydyzacji zostal zastosowany miedzy innymi w elektrochemicznym biosensorze DNA
do wykrywania bakterii E. coli [139]. Zmiany w warstwie detekcyjnej urzadzenia
byly oceniane poprzez pomiar pojemnosci elektrycznej interfazy migdzy powierzchnig
elektrody zlotej a roztworem zelazicyjanku potasu. Innym ciekawym przykladem posrednie;j
oceny wynikow hybrydyzacji byt biosensor DNA dziatajacy na zasadzie przewodnosci jonow
przez warstwe modyfikujaca powierzchni¢ elektrochemicznego przetwornika [223].
Jednoniciowe sondy DNA swobodnie lezagc na powierzchni elektrody zlotej izolowaly metal
od jonoéw znajdujacych si¢ w roztworze. Po skutecznym procesie hybrydyzacji powstale
dwuniciowe struktury kwasow nukleinowych otwieraty jonom dostgp do elektrochemicznego
przetwornika i tym samym mozliwa byla obserwacja sygnatu wskazujacego na formowanie

si¢ dupleksow DNA w warstwie detekcyjnej biosensora.
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Znacznie czgScie] zjawisko hybrydyzacji zachodzgce w warstwie detekcyjnej biosensora
jest obserwowane przy pomocy elektroaktywnych wskaznikow wigzacych sie¢ z kwasami
nukleinowymi w sposob niekowalencyjny. Zwigzki te charakteryzuja si¢ zrdéznicowang
zdolno$cig oddzialywania z jedno- i dwuniciowymi czasteczkami DNA [110]. Wykorzystanie
wskaznika polega najczesciej na porownaniu stopnia jego akumulacji w warstwie detekcyjnej
biosensora przed i po oddzialywaniu sond ssDNA z badang probka kwasu nukleinowego
[160]. Tlos¢ zgromadzonych czgsteczek danego zwigzku w preferowanej przez niego formie
kwasu nukleinowego jest wieksza. Zalezy ona takze od stopnia nagromadzenia danej postaci
DNA na powierzchni elektrody. Poprzez pomiar sygnalu elektroanalitycznego
zakumulowanego wskaznika mozliwe jest iloSciowe oznaczenie docelowych fragmentow
kwaséw nukleinowych w badanej probee [148]. Wskazniki posiadajg potencjat redoks piku
swojej elektrochemicznej odpowiedzi znajdujacy sie najczeSciej w pewnym oddaleniu
od warto$ci, przy ktorych nastepuje utlenianie zasad azotowych DNA (zazwyczaj sg to nizsze
warto$ci potencjatu) [106]. Odpowiedni dobdér wskaznika powinien ulatwiaé obserwacje
procesu hybrydyzacji zachodzacego w warstwie detekcyjnej biosensora, co nie moze by¢
zaklocane przez aktywno$¢ elektryczng innych substancji wystepujacych w Ssrodowisku
badanej reakcji [12].

Biorgc pod uwage mechanizm dziatania elektroaktywnych wskaznikéw hybrydyzacji
faczagcych sie¢ niekowalencyjnic z DNA mozna je podzieli¢ na zwigzki chemiczne
oddziatujace elektrostatycznie, wigzace si¢ z duzymi lub matymi rowkami w strukturze
dsDNA oraz interkalujace podwojng helis¢ kwasu nukleinowego (tabela 1). Oddziatywanie
migdzy wskaznikiem a czasteczkami DNA opiera si¢ na sitach van der Waalsa, wigzaniach
wodorowych, oddziatywaniach hydrofobowych i/lub odwracalnej wymianie fadunkow
migdzy obiema strukturami [113]. Kompleksy metali takie, jak jony heksaaminorutenu (111)
([Ru(NH3)s]**) Iub tri(2,2’-bipirydylu) kobaltu (111) ([Co(bpy)s]**) wykazuja zdolnosé
do elektrostatycznego wigzania si¢ w sposob ilosciowy do ujemnie natadowanych cukrowo-
fosforanowych szkieletow DNA (zarowno jedno- jak i dwuniciowych). Oddziatywanie
to nie jest ograniczane poprzez unieruchomienie kwaséw nukleinowych na powierzchni
elektrody [149]. Analizujac ilo$¢ zakumulowanych kompleksow metali w warstwie
detekcyjnej biosensora mozna ustali¢ gestos¢ powierzchniowa sond ssDNA 1/lub skuteczno$¢
procesu hybrydyzacji (na podstawie ilosci zgromadzonego DNA) na powierzchni elektrody
[132,157,159,224,225].

Zdecydowanie wieksza specyficznos¢ w odréznianiu jedno- i dwuniciowego DNA

wykazuja zwiazki interkalujace. Tego typu wskazniki posiadaja najczesciej planarng strukturg
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zawierajacg pierscienie aromatyczne i dzigki swojej budowie wnikajg (interkalujg) pomigdzy
sparowane zasady azotowe w dwuniciowym kwasie nukleinowym [113,226]. Czasteczki
interkalatorow gromadza si¢ w wigkszej iloSci na powierzchni elektrody zmodyfikowanej
dsDNA (po skutecznym procesie hybrydyzacji) niz w przypadku unieruchomionych sond
sSDNA [110]. W elektrochemicznych biosensorach DNA jako interkalujace wskazniki
hybrydyzacji bytly wykorzystywane migdzy innymi danunomycyna (DM) [116,227,228]
bromek etydyny (EtBr) [227,229] oraz so6l dwusodowa kwasu antrachinono-1,5-
disulfonowego (AQDS) [159,230,231].

Wymienione powyzej zwiazki wykazuja wigksze powinowactwo wzgledem
dwuniciowego DNA. Innym ciekawym wskaznikiem wigzacym si¢ niekowalencyjnie
z czasteczkami kwasu nukleinowego jest blekit metylenowy (MB) — barwnik organiczny
z rodziny fenotiazyn. Wykazuje on silne oddzialywanie z guaning w jednoniciowych
fragmentach DNA [232]. Skuteczny proces hybrydyzacji ogranicza stopien akumulacji
blgkitu metylenowego W warstwie detekcyjnej biosensora i tym samym powoduje obnizenie
si¢ sygnalu elektrochemicznego wskaznika [133,209,233]. Niemniej jednak najbardziej
specyficzne wykrywanie dwuniciowych fragmentow zapewniaja zwigzki wigzace sie
z dsDNA niekowalencyjnie w miejscach tzw. rowkow — struktur typowych wylgcznie
dla dwuniciowej struktury kwasu deoksyrybonukleinowego [149]. Ten sposob oddziatywania
nie powoduje zadnych zmian w konformacji DNA (w przeciwienstwie do interkalacji)
1 opiera si¢ na zasadzie podobnej do modelu ,klucza i zamka” spotykanego w wigzaniach
miedzy ligandem a makroczgsteczkg [226]. Zwigzki chemiczne wykazujace takie
oddziatywanie z podwdjng helisa dsDNA posiadajg zazwyczaj czasteczki przypominajace
ksztaltem sierp. Tworza one wigzanie w miejscu malego rowku, ktore jest stabilizowane
przez oddzialywania miedzyczasteczkowe. Typowym zwigzkiem wigzacym si¢ w ten sposob
z dwuniciowymi strukturami kwasu deoksyrybonukleinowego jest bis-benzoimid H 33258
(Hoechst 33258) [234]. Znalazt on takze zastosowanie w systemach detekcji hybrydyzacji
w elektrochemicznych biosensorach DNA [216,227].

Ocena mechanizmu niekowalencyjnego wigzania wskaznika z czasteczkami DNA
nie jest tatwym zadaniem. Przyktadem zwiazku, ktory jest klasyfikowany zaroéwno jako
interkalator, jak i czasteczka wigzaca z dASDNA w miejscu rowka jest dwuchlorowodorek 4°,6-
diamidino-6-fenyloindolu (DAPI) [113,227]. Wskaznik ten wykazuje wigksze powinowactwo
wzgledem dwuniciowych fragmentéw DNA niz w odniesieniu do czasteczek ssDNA.

Wskazniki faczace sie z DNA w sposdb niekowalencyjny sa narzedziem czesto

stosowanym w jednowarstwowych technikach biosensorowych przeznaczonych do wykry-
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wania specyficznych fragmentéw kwasow nukleinowych [110]. Inng metoda wykorzystywana
w tym zakresie jest znakowanie chemiczne docelowego DNA [235,236]. Jednak
przygotowanie tego typu oznaczenia i nast¢pnie interpretacja jego rezultatdow przysparza
czesto zbyt wielu dodatkowych utrudnien. Zdecydowanie bardziej obiecujace rozwigzanie
stanowi zastosowanie kowalencyjnie wigzgcych si¢ wskaznikow w celu znakowania sond
ssDNA, ktore nastgpnie hybrydyzuja z docelowymi fragmentami DNA uprzednio
unieruchomionymi  w warstwie detekcyjnej biosensora [12]. Taki sposob detekcji
specyficznych fragmentow kwasow nukleinowych jest takze popularny w sensorach opartych
0 techniki dwuwarstwowe — pierwsza powierzchnia stuzy do przechwycenia tDNA,
druga do sygnalizacji powodzenia detekcji przy pomocy znakowanych sond [110]. Wsrod
sposobow chemicznej modyfikacji sond wskaznikowych najczgsciej wymienia si¢
kowalencyjne wigzanie metali, takich jak zloto, srebro, osm [237,238] Ilub innych
elektroaktywnych zwigzkoéw [239]. Bardzo czesto do tego celu wykorzystywane sag takze
jednoniciowe fragmenty kwaséw nukleinowych, ktore sg modyfikowane chemicznie
przy pomocy réznych pochodnych ferrocenu [240-242]. Sondy wskaznikowe mogg by¢ takze
znakowane enzymatycznie. Do najczesciej stosowanych enzymoéw nalezg peroksydaza
oraz alkaliczna fosfataza [142,143,243]. Detekcja hybrydyzacji nastepuje wowczas
po wprowadzeniu odpowiednich substratow ulegajacych reakcji katalizowanej przez dane
enzymy. Stosowanie tego rodzaju sond wskaznikowych moze stuzy¢ takze zwigkszeniu
czuto$ci przeprowadzanych oznaczen. Ilo$¢ elektronow wykorzystywanych w tego typu
reakcjach enzymatycznych jest znaczaco wigksza niz w przypadku reakcji redoks innych

wskaznikow kowalencyjnie wigzacych sie z czasteczkami DNA [106,110].
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Cel pracy

Skazenie mikrobiologiczne jest jednym z najwazniejszych zagrozen bezpieczenstwa
zdrowotnego zywnos$ci. Wspolczesnie stosowane konwencjonalne metody wykrywania
mikroorganizmoéw patogennych wystepujacych w surowcach i produktach spozywczych
czesto sg zbyt czaso- 1 kosztochlonne, aby stanowi¢ element efektywnej kontroli
tego zagrozenia. Istnieje nieustajaca potrzeba opracowywania i wdrazania do powszechnego
uzytku alternatywnych metod szybkiej i skutecznej detekcji mikroflory patogennej
w zywnosci. Jednym z intensywnie rozwijanych rozwigzan jest wykrywanie niepozadanych
mikroorganizméw poprzez identyfikacj¢ odcinkow DNA specyficznych dla danego patogenu.
Wsrod opracowywanych metod umozliwiajagcych detekcje okreslonych fragmentow kwasow
nukleinowych duzg uwagg skupia wykorzystanie biosensorow hybrydyzacji DNA.

Celem niniejszej pracy bylo skonstruowanie elektrochemicznego biosensora DNA
przeznaczonego do wykrywania fragmentow kwasow nukleinowych specyficznych
dla mikroorganizméw patogennych wystepujacych w zywnos$ci na przyktadzie detekcji genu

aerolizyny — toksyny wytwarzanej przez bakterie Aeromonas hydrophila.

Realizacja zamierzonego celu wymagata:
e zaprojektowania sekwencji jednoniciowych sond DNA specyficznych dla genu
aerolizyny Aeromonas hydrophila;
e opracowania procedury chemicznej modyfikacji powierzchni elektrod zlotych w celu
uzyskania warstwy detekcyjnej biosensora, w tym:

— ustalenia sposobu przygotowania powierzchni elektrody zlotej przed modyfikacja,

— dokonania wyboru skladnikow przeznaczonych do budowy warstwy detekcyjnej
biosensora w postaci samoorganizujacej si¢ struktury,

— przygotowania procedury formowania na elektrodzie zlotej samoorganizujacej si¢
monowarstwy (SAM), w ktorej sktad wchodzityby sondy ssDNA oraz inne
czasteczki zapewniajace odpowiednie uporzadkowanie nowopowstatej warstwy
detekcyjnej;

e zbadania stopnia zorganizowania struktury SAM stanowiacej warstwe detekcyjna

biosensora, wlacznie z ustaleniem gestosci powierzchniowej sond SSDNA;
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ustalenia warunkow procesu hybrydyzacji sond DNA z docelowymi fragmentami
kwasow nukleinowych (w szczegdlnosci czasu trwania reakcji);

opracowania systemu elektrochemicznej detekcji reakcji hybrydyzacji — sprawdzenie
wplywu zmian stezenia docelowych fragmentow kwasow nukleinowych oraz obecnosci
niekomplementarnego DNA w mieszaninie reakcyjnej na odpowiedz danego systemu;
wykorzystania opracowanego biosensora DNA do wykrywania A. hydrophila w wodzie

pitnej.
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Czes¢ doswiadczalna

1. Materialy i metody

1.1. Aparatura, sprzet i oprogramowanie

Pomiary elektrochemiczne zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem potencjostatu
Autolab PGSTAT12, ktorego praca byta kontrolowana przy pomocy programu GPES 4.9.7.
Zarowno sprzet jak, 1 oprogramowanie zostaly zakupione w firmie Eco Chemie (Utrecht,
Holandia). Uktad pomiarowy sktadat si¢ z trzech elektrod (wszystkie dostarczone przez firmeg
Mineral, Warszawa):

— elektroda pracujgca — dyskowa elektroda ztota (AUE) wykonana z polikrystalicznego
zlota o $rednicy powierzchni pracujacej 1,2 mm, posiadajagca ostone z zywicy
epoksydowej;

— elektroda odniesienia — chlorosrebrowa (Ag/AgCl, 3 M KCI) z podwéjnym kluczem;

— elektroda pomocnicza — platynowa.

Pomiary wykonywano w naczynku o pojemnosci 1 ml w okreSlonych roztworach
elektrolitow  przedmuchiwanych argonem przed wykonywaniem poszczegdlnych
doswiadczen. W badaniach wykorzystano techniki pomiarowe z kontrolowang zmiang
potencjatu: chronokulometri¢ (CC), woltamperometri¢ cykliczng (CV) oraz woltampero-
metri¢ fali prostokatnej (SWV). Parametry pomiaré6w zamieszczone zostalty w podrozdziatach
1.3 Procedury pomiarowe i 1.4 Pozostate procedury.

Uzyskane wyniki pomiarow byly opracowywane przy pomocy programu Origin v.8.0988,
CoreIDRAW X4 oraz pakietu Microsoft Office 2007.

W badaniach wykorzystano takze nastepujaca aparaturg i sprzet laboratoryjny:

— wagi analityczne Sartorius: model BP 121S (doktadno$¢ pomiarow do 0.0001 g)

oraz model 3108-OCEV1 (doktadno$¢ pomiaréw do 0.001 g) (Gottingen, Niemcy),

— pH-metr SevenEasy pH Mettler Toledo (Schwerzenbach, Szwajcaria),

— laznia ultradzwickowa Engisonic B-1200 (Engis Ltd, Henley-on-Thames, Wielka
Brytania)

— spektrofotometr UV-Vis Helios Beta (Unicam, Wielka Brytania),
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— szklo laboratoryjne: kolby miarowe, zlewki, kolby stozkowe, itp.

— termocykler Biometra TProfessional Basic Gradient (Gottingen, Niemcy),

— aparat do elektroforezy Biometra Compact S z zasilaczem Biometra Standard Power
Pack P25 (Gottingen, Niemcy),

— wiréwka Eppendorf 5804R (Hamburg, Niemcy),

— vortex IKA MS 3 basic (Wilmington, USA),

— mieszadlo magnetyczne Heidolph MR 3002 (Schwabach, Niemcy),

— transiluminator UV Vilber Lourmat ECX-20.M (Marne-la-Vallée, Francja),

— aparat cyfrowy (Canon PowerShot G10) z zestawem filtrow do fotografii w $wietle
ultrafioletowym (kupione w firmie Biometra, Gottingen, Niemcy),

— pipety automatyczne HTL Discovery Comfort o zmiennej objetosci (Warszawa,

Polska).

1.2. Odczynniki

2-Merkaptoetanol (MCE), 6-merkapto-1-heksanol (MCH), 9-merkapto-1-nonanol
(MCN), Dbkkit metylenowy (MB), chlorek heksaaminorutenu (111) (RuHex),
tri-chlorowodorek bis-benzoimidu H 33258 (Hoechst 33258), so6l disodowa kwasu
antrachinono-1,5-disulfonowego ~ (AQDS), chlorowodorek  daunomycyny  (DM),
dichlorowodorek 4’,6-diamidino-6-fenyloindolu (DAPI), heksacyjanozelazian (II) potasu,
heksocyjanozelazian (III) potasu, ditiotreitol (DTT) zostaly zakupione w firmie Sigma-
Aldrich (Poznan). Wszystkie wymienione odczynniki posiadaty stopien czystosci dla biologii
molekularnej.

Odczynniki wykorzystane w reakcji PCR: Allegro Taq Polimeraza DNA (polimeraza
Tag), mieszanina trifosforanow deoksyrybonukleotydow (dNTPs), bufor reakcyjny
(z dodatkiem 25 mM MgCl,), 25 mM roztwoér MgCl, oraz wzorzec wielkosci DNA — Nova
100bp DNA ladder zakupiono w firmie Novazym (Poznan). Agaroza (wykorzystana
w elektroforezie zamplifikowanych fragmentéw DNA) pochodzita z firmy Lab Empire
(Rzeszow) 1 posiadata stopien czystosci do badan biotechnologicznych. Fluorescencyjny
barwnik, SYBR® Gold, zakupiono w firmie Invintrogen (Life Technologies Polska Sp.

z 0. 0., Warszawa).
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Kwas siarkowy, kwasny fosforan potasu (KH,PQO,), kwasny fosforan di-sodu (Na;HPOy,),
chlorek sodu, chlorek potasu, tri(hydroksymetylo)aminoetan (TRIS), wersenian di-sodu
dwu-uwodniony (EDTA), kwas borowy, izopropanol, etanol (wszystkie 0 stopniu czystosci
cz.d.a.) pochodzity z firmy Polskie Odczynniki Chemiczne (Gliwice).
Wodne zawiesiny aluminium (Micropolish® 11 Alumina) o wielkosci drobin 1.0 i 0.05 pm
oraz podklady do polerowania elektrod Microcloth® byly zakupione w firmie Buehler
(Dusseldorf, Niemcy). Zawiesiny do polerowania (aluminiowa i diamentowa) oraz podkiady
(silikonowe i mikrowtokninowe) byly elementami zestawu ,,PK-4 Polishing Kit” firmy BAS
Bioanalytical Systems (West Lafayette, USA). Kolumny PD 10 wypetione zelem Sephadex
G-25 zakupiono w firmie GE Healthcare (Monachium, Niemcy). Zestaw do izolacji
genomowego DNA z komorek bakteryjnych zostat zakupiony w firmie A&A Biotechnology
(Gdynia).
Stosowane oligonukleotydy (zsyntetyzowane przez firm¢ Genomed, Warszawa) miaty
nastepujace sekwencje:
— sonda | zaprojektowana dla genu aerolizyny: 5° GTGGTGGGCTGGGCGATCAA-p-
(CH)s-SH

— komplementarny fragment DNA do sondy I: 5 TTGATCGCCCAGCCCACCAC

— sonda Il zaprojektowana dla genu aerolizyny: 5> GTCAAGACGGTGGTGGGCTG-p-
(CHy)s-SH

— komplementarny fragment DNA do sondy Il: 5> CAGCCCACCACCGTCTTGAC

— niekomplementarny fragment DNA: 5> GCATGACGTTATTTATGAGAT

— startery wykorzystane w reakcji amplifikacji fragmentu genu aerolizyny A. hydrophila

metodg PCR:
- forward (F): 5> CTGCGAGGGTTATCGTTGTG
- backward (B): 5 GTGTCGCTGTCGTTGATCG

W badaniach wykorzystano nast¢pujace roztwory oraz bufory (w nawiasach podano ilo$¢
okreslonych skladnikow przypadajaca na litr dejonizowanej wody):
— 0.05 M bufor fosforanowy, pH 7.6 (0.681 g KH,POy4, 2.127 g Na,HPO,);
— 0.05 M bufor fosforanowy z dodatkiem 5 mM KCI, pH 7.6 (0.681 g KH,POy,, 2.127 g
Na;HPO,, 0.373 g KCI);
— 10 mM bufor TRIS-HCI, pH 7.4 (1.21 g TRIS, pH doprowadzone przy pomocy 1M
HCI);
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— 10 mM bufor TRIS-HCI z dodatkiem 1M NaCl (bufor hybrydyzacyjny), pH 7.4
(1.21 g TRIS, 29.22 g NaCl, pH doprowadzone przy pomocy 1M HCI);
— bufor do elektroforezy TBE (TRIS/kwas borowy/EDTA), 10-krotnie stezony
(10xTBE), pH 8.3 (108 g TRIS, 55 g kwasu borowego, 3.7 g EDTA);
— bufor obcigzajacy do elektroforezy, pH 8.0 (50% glicerol, 0.025% biekit
bromofenolowy, 0.025% cyjanoksylen, 1 mM EDTA) zakupiony w firmie Merck.
Bufory wykorzystane w pomiarach chronoamperometrycznych, woltamperometrycznych
oraz pozostalych etapach przygotowania biosensora zostaly wytypowane na podstawie
wczesniejszych badan nad sensorami do wykrywania hybrydyzacji DNA oraz zebranych
danych literaturowych [106,132,139,157,159,162,203].

1.3. Procedury pomiarowe

Zestawione w tej czeSci pracy procedury pomiarowe byty wykorzystywane w kolejnych
etapach konstrukcji, a nastepnic dzialania elektrochemicznego biosensora DNA.
Opisy sposobu wykonania pozostaltych badan, czgsto wymagajace bardziej szczegdtowego
przedstawienia, zostaly umieszczone bezposrednio w punkcie 2. Wyniki i dyskusja.

W toku prac nad konstrukcja i zastosowaniem elektrochemicznego biosensora DNA
do wykrywania mikroorganizméw patogennych w zywnos$ci przeprowadzono szereg
powigzanych ze sobg badan. Otrzymane rezultaty zostaty zamieszczone w punkcie 2. Wyniki
i dyskusja, ktory zawiera takze zestawienia przygotowane w formie wykresow i tabel.
Powtarzalno$¢ uzyskanych w toku badan wynikéw o charakterze iloSciowym
scharakteryzowano poprzez obliczenie wzglednego odchylenia standardowego (RSD,
ang. Relative Standard Deviation) dla zestawow niezaleznych powtorzen poszczegodlnych
pomiarow. Warto§¢ RSD, okreslana takze mianem wspdlczynnika zmiennosci, wyliczana

byla na podstawie nast¢pujacego wzoru [244]:

RSD = > x100%

X
gdzie:

RSD — wzgledne odchylenie standardowe,

Sr  — odchylenie standardowe,

X —warto$¢ $rednia pomiardw.
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Warto$¢ wzglednego odchylenia standardowego opisywala precyzje wybranej metody

analitycznej [245]. Im nizsze bylo uzyskane RSD, tym wyzsza byla precyzja danej metody

i uzyskano bardziej zadowalajaca powtarzalno$¢ wynikow badan.

1.3.1 Wyznaczanie elektrochemicznego pola powierzchni elektrody

Geometryczne pole powierzchni elektrody zlotej (Ag) wynosilo 0.0113 cm? (obliczone

na podstawie S$rednicy rownej 1.2 mm). Elektrochemiczne pole powierzchni elektrody

pracujacej (Ag) wyznaczono poprzez pomiar woltamperometryczny (CV) zgodnie z nizej

zamieszczong procedurg, ktora zostala opracowana na podstawie danych literaturowych

[155,159,193,194]:

1.

gdzie:
Ae

Qrau
390

Pomiar wykonywano technikg woltamperometrii cyklicznej (CV) stosujac uktad
trzech elektrod: zlotej (pracujacej), chlorosrebrowej (referencyjnej) i platynowej
(pomocniczej).

Srodowiskiem pomiaru byt 50 mM bufor fosforanowy (pH 7.6) (objetos¢ 1 cm®).

W trakcie pomiaru wykonywano 5 cykli CV w nastepujacych warunkach: zakres
od -0.8 V do +1.6 V, skok potencjatu 2.44 mV, szybko$¢ polaryzacji elektrody
100 mV/s.

Do obliczenia elektrochemicznego pola powierzchni elektrody ztotej wykorzystywano
warto$¢ ladunku zwigzanego z pikiem redukcji zlota (Qgray) zmierzonym
Z ustabilizowanych petli woltampetrycznych (CV).

Obliczenia elektrochemicznego pola powierzchni elektrody pracujacej (Ag) oparte
byly o warto§¢ przelicznika réwna 390 pC/em?® [149,192,194,201], tzn. jeden
centymetr kwadratowy powierzchni polikrystalicznej elektrody zlotej zapewnia
w wyzej wymienionych warunkach pomiaru CV tadunek redukcji zlota rowny
390 uC. W literaturze spotykana jest takze inna warto$¢ wspomnianego przelicznika
— 482 uC/em® [159,193,246], ktora jednak dawata mniej wiarygodne wyniki badan

wykonanych w czegsci do§wiadczalnej pracy.

AE — QRAu
390

— elektrochemiczne pole powierzchni elektrody ztotej [cm?],
— tadunek redukc;ji ztota [uC],

— warto$é przelicznika [pC/cm?].
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Na podstawie wyznaczonego elektrochemicznego pola powierzchni elektrody pracujacej

obliczany byt wspotczynnik szorstkosci powierzchni przetwornika (R) [194].

RoAe

As
gdzie:
R — wspotczynnik szorstkos$ci powierzchni elektrody ztotej,
Ac - elektrochemiczne pole powierzchni elektrody ztotej [cm?],
Ac - geometryczne pole powierzchni elektrody zlotej [cm?].

1.3.2. Badanie elektrochemicznego efektu blokowania

Elektrochemiczna ocena monowarstw pokrywajacych powierzchni¢ ziota byla
przeprowadzona poprzez sprawdzenie przewodnictwa elektrondéw w reakcji elektro-
chemicznej na zmodyfikowanych elektrodach pracujgcych przy zastosowaniu kompleksu

redoks heksocyjanozelazian (II)/heksocyjanozelazian (III) ([Fe(CN)a]S'M'

) i W poréwnaniu
z wynikami uzyskanymi na niemodyfikowanych elektrodach zlotych. Oznaczenie
przeprowadzono zgodnie z zamieszczong ponizej procedura:

1. Pomiar wykonywano technika woltamperometrii cyklicznej (CV), stosujac ukilad
trzech elektrod: zlotej (pracujacej), chlorosrebrowej (referencyjnej) i platynowe;j
(pomocniczej).

2. Srodowiskiem pomiaru byt 1 mM roztwor [Fe(CN)s]*™ w 0.1 M wodnym roztworze
KCI (objetosé 1 cm®).

3. W trakcie pomiaru wykonywano 5 cykli CV w nastgpujacych warunkach: zakres
od -0.2 V do +0.6 V, skok potencjatu 2.44 mV, szybkos$¢ polaryzacji elektrody
100 mV/s.

4. Do obliczenia fadunku pradu faradajowskiego powstajacego w wyniku utlenienia
i redukcji kompleksu [Fe(CN)s]*"* wykorzystywano cykl wykazujacy ustabilizowana
krzywa woltamperometryczng (CV).

5. Wspolczynnik bariery jonéw (T'iif) charakteryzujacy efekt elektrochemicznego
blokowania (EBE) przeptywu elektrondw z reakcji redoks kompleksu [Fe(CN)e]*™

byt obliczany wedtug wzoru [165,185,202]:
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Ly =1- [g:ﬁ}

Iipt  — wspolezynnik bariery jonow (ang. ion barier factor),

gdzie:

Qsam — ladunek zwiazany z redukcja kompleksu [Fe(CN)]*™

wanej SAM [uC].

na elektrodzie zmodyfiko-

3-/4-

Quare — tadunek zwigzany z redukcja kompleksu [Fe(CN)g] na niemodyfikowanej

elektrodzie [pC].

1.3.3. Pomiar pojemnosci elektrycznej interfazy elektroda-roztwor elektrolitu

Ocene modyfikacji powierzchni elektrody zlotej przeprowadzono poprzez pomiar
woltamperometryczny (CV) pojemnosci elektrycznej interfazy pomigdzy powierzchnig
elektrody zlotej (niezmodyfikowanej lub zmodyfikowanej) a roztworem elektrolitu
podstawowego (1 M roztwor KH,PO,4). Warunki oznaczenia ustalone zostaly na podstawie
danych literaturowych [157,159] oraz na podstawie przeprowadzonych badan (pkt. 2.2).
Wyznaczenie pojemnosci elektrycznej interfazy przebiegato nast¢pujaco:

1. Pomiar wykonywano technika woltamperometrii cyklicznej (CV), stosujac uktad
trzech elektrod: zlotej (pracujacej), chlorosrebrowej (referencyjnej) i platynowe;j
(pomocniczej).

2. Srodowiskiem pomiaru byt 1 mM roztwér KH,POy (objetosé 1 cm®).

3. W trakcie pomiaru wykonywano 5 cykli CV w nast¢pujacych warunkach: zakres
od 0.0 V do +0.7 V, skok potencjatu 2.44 mV, szybko$¢ polaryzacji elektrody
100 mV/s.

4. Odczyt pradu pojemnosciowego katodowego (ic) i anodowego (ia) nastepowal
po ustabilizowaniu si¢ petli CV (zazwyczaj 3-ci cykl CV).

5. Obliczenia pojemnosci elektrycznej (C) odnoszono do rzeczywistego pola
powierzchni elektrody 0.0641 cm? (warto$¢ usredniona) zgodnie ze wzorem

zamieszczonym ponizej [164,165]:
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(i)

v A

gdzie:

C - pojemnos$é elektryczna interfazy [F/cm?],
ia —prad pojemno$ciowy anodowy [A],

ic —prad pojemnosciowy katodowy [A],

v —szybkos¢ polaryzacji elektrody [V/s],

Ag — elektrochemiczne pole powierzchni elektrody ztotej [cmz].

1.3.4. Wyznaczenie ilosci DNA unieruchomionego na powierzchni elektrody pracujacej

Wyznaczenie ilos§ci DNA obecnego na powierzchni elektrody pracujacej polegato na prze-
prowadzeniu zestawu pomiaréw chronokulometrycznych (CC) reakcji redukcji wskaznika,
chlorku heksaaminorutenu (111) (RuHex). Pomiary prowadzone byly kolejno w roztworach
o rosngcym stezeniu RuHex w roztworze elektrolitu — w celu zapewnienia maksymalnej
adsorpcji wskaznika na powierzchni elektrody 1 wysycenia nim wszystkich dost¢pnych
czasteczek kwasu nukleinowego. Pomiar CC przebiegat wedtug nastepujacej procedury [157]:

1. Uklad pomiarowy skladat si¢ z 3 elektrod: pracujacej AuE (czystej lub zmodyfiko-
wanej), pomocniczej Pt, referencyjnej Ag/AgCl (3M).

2. Srodowiskiem pomiaru byt 10 mM roztwér buforu TRIS-HCI (pH = 7.4)
bez lub z dodatkiem RuHex o odpowiednim stezeniu.

3. Przed pomiarem elektroda zlota byla zanurzona w 10 mM buforze TRIS-HCI
(pH = 7.4) przez 150 sekund przy szybkosci mieszania 160 obrotow/minute, nastepnie
mieszadio wytaczano i po 10 sekundach przeprowadzano pomiar CC w nastepujacych
warunkach:

— potencjal poczatkowy: +0.1 V,
— potencjal reakcji: -0.4 V,
— czas trwania reakcji: 0.5 s,

— 1lo$¢ odczytéw na sekunde: 1000
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Podczas oznaczen przeprowadzany byl pomiar tadunku Qumi, Na ktory skladaly sie
[153,157]:
Qtotat = Qa1 + Qags + Quift

gdzie:

Qa  —tadunek pojemnosciowy interfazy zltoto-roztwor,

Qaas  — fadunek reakcji redoks czasteczek RuHex zaadsorbowanych na elektrodzie,
Quitr  — fadunek reakcji redoks czasteczek RuHex znajdujacych si¢ w roztworze.

W celu wyznaczenia ilosci wskaznika RuHex zaadsorbowanego na powierzchni
elektrody zmodyfikowanej DNA (samym lub w polaczeniu z merkaptoalkoholem) zmierzone
zostaty wartosci fadunku (Q) dla czasu t = 0 w nastepujacych przypadkach [157]:

1. Elektroda ztota bez DNA zanurzona w buforze TRIS-HCI bez dodatku RuHex —
uzyskana warto$¢ tadunku Q; (t = 0) stanowi wartos¢ tadunku Qg dla elektrody
bez DNA;

2. Elektroda ztota bez DNA zanurzona w buforze TRIS-HCI z dodatkiem RuHex —
zmierzona warto$¢ tadunku Q; (t = 0) stanowi sume ladunkéw (Qags + Qi)
dla elektrody bez DNA;

3. Elektroda zlota z DNA zanurzona w buforze TRIS-HCI bez dodatku RuHex —
otrzymana warto$¢ tadunku Qs (t = 0) stanowi warto$¢ fadunku Qg dla elektrody
Z DNA;

4. Elektroda zlota z DNA zanurzona w buforze TRIS-HCI z dodatkiem RuHex —
zmierzona warto$¢ tadunku Qg (t = 0) rowna jest wartosci sumy fadunkow (Qags + Qai)
dla elektrody z DNA.

Przyktadowy zestaw wynikow pomiarow CC uzyskanych w czterech wyzej
wymienionych przypadkach dla elektrody zmodyfikowanej MCE lub mieszaning SSDNA
i MCE przedstawiono na rysunku 17.

Dysponujac wartosciami Q1, Q2, Q3 i Q4 wyliczona zostata wielko$¢ tadunku zwigzanego
z redukcja czasteczek wskaznika RuHex zaadsorbowanych tylko przez czasteczki DNA

obecne na powierzchni elektrody ztotej (Qags) [161]:

Qads = (Q4 _Qs) _(QZ _Ql)
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Zrodto: Opracowanie wlasne na podstawie [157.161]

Rysunek 17. Zestawienie pomiarow chronokulometrycznych (CC) pozwalajacych wyznaczyé
ladunek reakcji redoks RuHex zakumulowanego przez DNA na powierzchni elektrody zlotej.

W celu ustalenia ilosci DNA umiejscowionego na powierzchni elektrody ztotej konieczne
jest ustalenie stezenia RuHex, przy ktorym wszystkie czgsteczki DNA zaadsorbowaty
maksymalng mozliwg ilos¢ wskaznika (wysycenie wskaznikiem). Z tego wzgledu
przeprowadzone zostaly zestawy pomiarow CC w roztworze 10 mM buforu TRIS-HCI
(pH = 7.4) bez dodatku i z dodatkiem kolejno 0.05 mM, 0.1 mM, 0.3 mM, 0.5 mM, 0.75 mM,
1.0 mM, 1.5 mM oraz 2 mM RuHex (dla pomiarow z dsDNA juz tylko zakres od 0.75 mM
do 2 mM RuHex).

Na podstawie wyznaczonego fadunku redukcji wskaznika RuHex zaadsorbowanego
na powierzchni elektrody przez czasteczki DNA (Qags) obliczono gesto$¢ powierzchniowa
tego wskaznika (I'rynex) [150,155,161]:

Qa S
Do = nF(jA

gdzie:

IruHex — gesto$¢ powierzchniowa zaadsorbowanego przez DNA wskaznika RuHex
[mol/cm?],

Qaas  — fadunek redukeji zaadsorbowanego przez DNA wskaznika RuHex [C],

n — liczba elektrondw na czasteczke biorgca udzial w reakeji redoks (n = 1),

F — stala Faradaya (96485.3399 C/réwnowaznik),
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A — pole powierzchni elektrody (oszacowana usredniona warto$é = 0.0641 cm?).

Oszacowanie ilosci DNA (I'pna) Unieruchomionego na powierzchni elektrody
opierato si¢ z kolei na zaleznos$ci [104,157-159]:

z
I'owa =T —N
DNA RuHex m A

gdzie:
I'ona — gestose powierzchniowa sondy ssDNA [czqsteczka/cmz],

['rubex — gestos¢ powierzchniowa zaadsorbowanego przez DNA wskaznika [mol/cmz],

z — fadunek czasteczki redoks (dla RuHex = 3),
m — liczba zasad w sondzie ssSDNA (w tym przypadku = 20),
Na - liczba Avogadro (6.02214179 x 10*% czasteczek/mol).

1.3.5. Ocena wynikéw hybrydyzacji z uzyciem bl¢kitu metylenowego

Pomiary woltamperometryczne (SWV) =z wykorzystaniem blekitu metylenowego

przeprowadzone zostaly wedtug ponizszej procedury:

1. Zanurzenie elektrody zlotej (zmodyfikowanej badang monowarstwg) w 12.5 uM
roztworze MB w 50 mM buforze fosforanowym z dodatkiem 5 mM KCI,
czas 3 minuty, mieszanie 160 obrotow/minute.

2. Przeniesienie elektrody do czystego 50 mM buforu fosforanowego z dodatkiem
5 mM KCl i phlukanie, 30 sekund, 160 obrotéw/minute.

3. Pomiar SWV w czystym 50 mM buforze fosforanowym z dodatkiem 5 mM KCl,
warunki:

— ukfad trzech elektrod: AuE (pracujaca), Pt (pomocnicza), Ag/Agcl (referencyjna,
3M KCI),

—  zakres potencjatu: od -0.40 VV do + 0.05 V,

— skok potencjatu: 1 mV, amplituda: 40 mV, szybkos$¢ polaryzacji elektrody:
0.1VI/s,

czestotliwose: 100 Hz.

4. Wyniki pomiaréw opracowywano poprzez funkcje korekcji linii bazowej ($rednia
ruchoma o szerokosci piku 0.03 V) i automatycznego szukania pikow (parametry:
szeroko$é piku 0.03 V, wysokos¢ piku 1x10™° A).
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1.3.6. Ocena wynikow hybrydyzacji z uzyciem wskaznika Hoechst 33258

Pomiary woltamperometryczne (SWV) z wykorzystaniem wskaznika bis-benzoimido-

wego Hoechst 33258 przeprowadzone zostalty wedtug ponizszej procedury:

1. Zanurzenie elektrody zlotej (zmodyfikowanej badang monowarstwa) w 0.1 mM
roztworze Hoechst w 50 mM buforze fosforanowym z dodatkiem 5 mM KCI,
czas 3 minuty, mieszanie 160 obrotow/minute.

2. Przeniesienie elektrody do czystego 50 mM buforu fosforanowego z dodatkiem
5 mM KCl 1 phlukanie, 30 sekund, 160 obrotéw/minute.

3. Pomiar SWV w czystym 50 mM buforze fosforanowym z dodatkiem 5 mM KCl,

warunki:

uktad trzech elektrod: AuE (pracujaca), Pt (pomocnicza), Ag/Agcl (referencyjna,
3M KCI),
zakres potencjatu: od +0.30 V do + 0.85 V,

skok potencjatu: 1 mV, amplituda: 40 mV, szybko$¢ polaryzacji elektrody:
0.1VI/s,

czestotliwos¢: 100 Hz.
4. Wyniki pomiaréw opracowywano poprzez funkcje korekcji linii bazowej ($rednia
ruchoma o szerokosci piku 0.03 V) 1 automatycznego szukania pikow (parametry:

szeroko$¢ piku 0.03 V, wysoko$¢ piku 1x107° A).

1.4. Pozostale procedury

1.4.1. Czyszczenie powierzchni elektrod zlotych

Procedura czyszczenia powierzchni elektrod ztotych opracowana zostala na podstawie
danych literaturowych [193,203] oraz uprzednio przeprowadzonych badan — punkt 2.2.
Czyszczenie elektrod pracujacych opierato si¢ na mechanicznym polerowaniu powierzchni
zlota przy pomocy wodnych zawiesin aluminium, plukaniu w tazni ultrasonograficzne;j
oraz przemiataniu potencjalem w rozcienczonym roztworze kwasu siarkowego (VI) do

momentu uzyskania stabilnych petli woltamograficznych CV. Procedura obejmowata kolejno:

Strona 81



1. Przeptukanie powierzchni elektrody ztotej dejonizowang woda, polerowanie zawiesing
aluminium o wielkosci drobin 1 pm (Micropolish® 11 Alumina, Buehler)
przez 2 minuty na podkladzie ze sztucznego jedwabiu (Microcloth®, Buehler).

2. Przeptukanie powierzchni elektrody ztotej dejonizowang woda, polerowanie zawiesing
aluminium o wielkosci drobin 0.05 pm (Micropolish® 11 Alumina, Buehler)
przez 2 minuty na podkladzie ze sztucznego jedwabiu (Microcloth®, Buehler).

3. Dokladne przeplukanie powierzchni zlota z pozostalosci zawiesiny aluminiowe;j,
plukanie elektrody w tazni ultradzwigkowej wypelionej dejonizowana woda
przez 3 minuty.

4. Przemiatanie potencjalem w trakcie pomiarow woltamperometrycznych (CV)
w wodnym 0.05 M roztworze H,SO, zgodnie z nizej wymienionymi warunkami:

— uktad 3 elektrod: AuE (pracujaca), Pt (pomocnicza) i Ag/AgCl (3M KCI,
referencyjna);

— $rodowisko: 0.05 M H,SO4 (1 ml wodnego roztworu);

— liczba cykli CV: 25 (ustalona doswiadczalnie);

— zakres 0d -0.3 V do + 1.5 V, potencjal skoku 5 mV, szybkos$¢ polaryzacji elektrody
100 mV/s.

5. Doktadne przeptukanie powierzchni elektrody ztotej dejonizowang woda.

1.4.2. Wybor i ocena sond ssDNA

Projektowanie sekwencji sond ssDNA specyficznych dla genu aerolizyny, toksyny
wytwarzanej przez bakterie Aeromonas hydrophila polegato kolejno na:
1. Znalezieniu wyj$ciowej kompletnej sekwencji genu aerolizyny A. hydrophila:
— na stronie internetowej Centrum NCBI [247] wybrana zostata sekcja poswigcona
DNA i RNA, a nastepnie baza danych GenBank [248],
— w wyszukiwarce bazy GenBank zaznaczona zostata opcja wyszukiwania sekwencji
DNA (opcja ,,nucleotide”) i przeprowadzono poszukiwanie dla hasta ,,Aeromonas
hydrophila, aerolysin”
— wérod rezultatow wyszukiwania wybrano kompletng sekwencje genu aerolizyny

Aeromonas hydrophila (szczep AH14, zatacznik 2).
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2. Zawezeniu wyjsciowej sekwencji genu szukanej toksyny do fragmentu, ktory powtarza

si¢ najczescie] w sekwencjach genu aerolizyny bakterii A. hydrophila opublikowanych

w bazie GenBank:

Korzystajac z programu BLAST [249] — przy ustawieniach: przegladanie sekwencji
nukleotydow (opcja ,nucleotide blast”), baza danych ,kolekcja nukleotydow”
(opcja ,,Nucleotide collection (nr/nt)”’), wysoce podobne sekwencje (opcja
,megablast”), wprowadzono do oceny kompletng wyjsciowa sekwencje genu
aerolizyny,

sprawdzono, jaki fragment ocenianej sekwencji pojawia si¢ najczgéciej w innych
(czgsto  niekompletnych) sekwencjach genu aerolizyny A. hydrophila
opublikowanych w bazie danych GenBank.

3. Podziale wybranego fragmentu sekwencji genu aerolizyny na 20-nukleotydowe odcinki

11ich ocenie pod wzgledem zdolnosci tworzenia struktur wtornych:

wszystkie mozliwe sekwencje skladajace si¢ z 20 nukleotydow sprawdzono
przy pomocy tzw. ,kalkulatora DNA” [250],
wykluczone zostaly fragmenty DNA, ktore wykazujg sklonnosci do tworzenia

struktur wtornych tzw. ,hairpin” (rysunek 18A) i/lub par dimerow (rysunek 18B).

4. Ocenie wybranych w pkt. 3. 20-merowych fragmentow DNA pod wzgledem

specyficznosci w odniesieniu do genu aerolizyny A. hydrophila:

oceniane sekwencje sprawdzono w programie BLAST (ustawienia jak wyzej),

za najbardziej specyficzne uznano fragmenty, dla ktorych odnotowano najwicksza
liczb¢ poréwnan z sekwencjami gendéw aerolizyny (opublikowanymi w bazie
GenBank) o najwyzszym stopniu podobienstwa 1 charakteryzujacymi si¢
najmniejsza zbieznoscig z genami innych mikroorganizmoéw wystgpujacych

w zblizonym $rodowisku co A. hydrophila.

A. Struktury ll-rzedowe ssDNA B. Dimery DNA
Lhairpin”
5 GGGAAA—, 5' GGGAAAATTCCAGGATCTAT 3
3 TATCTAGGA‘.")CTTA ~ 3 TATCTAGGACCT"I'AAAAGG‘G 5
5' ??G"\A_A 5' GGGAAAATTCCAGGATCTAT 3
3' TATCTAGGACCTTA—' 3' TATCTAGGACCTTAAAAGGG 5'

Zrédto: Opracowanie whasne na podstawie [251]

Rysunek 18. Niepozadane struktury fragmentéw DNA.
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1.4.3. Aktywacja sond ssDNA

Sondy ssDNA unieruchamiane na powierzchni elektrod zlotych zostaty zmodyfikowane
lacznikiem (grupa merkaptopropylowa — (CH2)s-SH) zabezpieczona chemicznie
przed utlenianiem mostkiem siarczkowym z merkaptopropanolem (zaznaczone ponizej

przez pogrubienie) — rysunek 19.

5’ — sekwencja sondy — 3’- (CH3)3-S-S-(CH,)3-OH

Zrodto: Opracowanie whasne.

Rysunek 19. Schemat modyfikacji sondy ssSDNA.

Usunigcie zabezpieczenia grupy tiolowej sondy ssDNA przebiegato poprzez inkubacje
1 uM roztworu sond (w 50 mM buforze fosforanowym, pH 7.6) z 100 mM roztworem
ditiotreitolu (DTT) (w wyzej wymienionym buforze) w proporcjach: 50 pl r-ru ssDNA,
125 pl r-ru DDT, 825 pul 50mM buforu fosforanowego pH 7.6. Po uptywie godziny sondy
ssDNA nastepnie oczyszczano i oddzielano od ditiotreitolu poprzez saczenie molekularne
na kolumienkach PD 10 (GE Healthcare) wypelionych 8.3 ml zelu Sephadex G-25. Zebrane
frakcje o objetosei 1 cm® byly badane spektrofotometrycznie (przy diugosciach fal: 230, 260
1 280 nm) w celu sprawdzenia czystosci otrzymanych sond ssDNA, ich stezenia
w poszczegdlnych frakcjach oraz stezenia DTT. Stezenie oczyszczonych sond ssDNA

bylo wyznaczane w przyblizeniu na podstawie nast¢pujacego wzoru [252]:

o A, x100
1.5xn, +0.71xn. +1.2xng +0.84xn;

gdzie:
c — stezenie oligonukleotydu / przyblizone stezenie sond ssDNA (umol/cm®),
Aoeo — absorbancja przy dlugosci fali 260 nm,

Na, Nc, NG, Nt — liczba poszczegdlnych nukleotydow A, C, G, T w sondzie ssDNA.

Oczyszczone sondy ssDNA byly bezposrednio wykorzystywane do immobilizacji

na powierzchni elektrod ztotych.
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1.4.4. Modyfikacja powierzchni elektrod pracujacych

Wykorzystane procedury modyfikacji powierzchni elektrody zlotej (tworzenia
samoorganizujacych si¢ monowarstw, SAMS) polegaly na zanurzeniu wyczyszczonych
elektrod odpowiednio w:

— w 1 uM roztworze zaktywowanych sond ssDNA w 50 mM buforze fosforanowym
(pH=7.6) na 1 godzing — otrzymana elektroda zlota byla zmodyfikowana
monowarstwg sond ssDNA (ssDNA/AuE);

- w 10 mM roztworze merkaptoalkoholu (MA): merkaptoetanolu (MCE),
merkaptoheksanolu (MCH) lub merkaptononanolu (MCN), w 10 mM buforze TRIS-
HCI (pH=7.4) odpowiednio na 30 minut, 4 lub 16 godzin — otrzymana elektroda zlota
zostata zmodyfikowana monowarstwg merkaptoalkoholu (odpowiednio MCE/AUE,
MCH/AUE lub MCN/AUE);

— dla mieszanej monowarstwy ssDNA/merkaptoalkohol: 1 godzina w 1 uM roztworze
sond ssDNA w 50 mM buforze fosforanowym (pH=7.6), a nastepnic 30 min
w 10 mM roztworze merkaptoalkoholu w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH=7.4)
— otrzymana elektroda zlota byla zmodyfikowana mieszang monowarstwg sond
sSDNA i merkaptoalkoholu (odpowiednio ssDNA/MCE/AUE, ssDNA/MCH/AUE
lub ssDNA/MCN/AUE).

1.4.5. Hybrydyzacja w warstwie detekcyjnej biosensora

Reakcja hybrydyzacji sond ssDNA z docelowymi fragmentami kwaséw nukleinowych

byta przeprowadzana wedtug nast¢pujacej procedury:

1. Zanurzenie elektrody zlotej (zmodyfikowanej monowarstwa z sondami SSDNA)
w roztworze 10 mM buforu TRIS-HCI z dodatkiem 1M NaCl (pH 7.4) zawierajacego
badane DNA, na okreslony w danym badaniu czas, w temperaturze pokojowej, przy
mieszaniu z szybkoscig ok. 160 obrotow/minute.
W przypadku hybrydyzacji z DNA wyizolowanym z komoérek bakteryjnych, probka
DNA byta bezposrednio przed reakcja poddana procesowi denaturacji, ktory polegat
na 3 minutowym ogrzewaniu w temperaturze 96°C, a nastgpnie szybkim ochtodzeniu
w tazni lodowe;.

2. Przeniesienie elektrody do czystego 10mM buforu TRIS-HCI (pH 7.4) i ptukanie,

1 minuta, 160 obrotdéw/minute.
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1.4.6. lzolacja i amplifikacja bakteryjnego DNA

Izolacja DNA z komorek bakterii byla przeprowadzona z zastosowaniem zestawu

do izolacji genomowego DNA — GENOMIC Maxi AX (A&A Biotechnology, Gdynia).

Procedura obejmowata nastepujace dzialania:

1.

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Odwirowanie ptynnej hodowli bakteryjnej (czas 5 minut przy 14000 obrotow/minute),
odrzucenie supernatantu.

Zawieszenie osadu bakteryjnego w 5 ml buforu TE i dodanie 100 ul roztworu
lizozymu (stezenie enzymu 20 mg/ml, czas inkubacji 15 minut, temperatura 37°C).
Dodanie 5 ml buforu lizujacego L 1.4 i proteinazy K (stezenie 20 mg/ml, czas
inkubacji 150 minut, temperatura 37°C).

Dodanie do probki 10 ul RNA-zy i mieszanie catosci przez 20 sekund.

Przeniesienie mieszaniny do kolumny umieszczonej w probowce 50 ml i odwirowanie
catosci (czas 2 minuty przy 4000 obrotow/minute).

Po przejsciu mieszaniny przez kolumne, przeniesienie jej do nowej probowki, dodanie
5 ml buforu pluczacego K2 i odwirowanie (czas 2 minuty przy 4000 obrotoéw/minute).
Powtérne plukanie z wprowadzeniem do kolumny 5 ml buforu pluczacego K2
1 wirowanie (warunki jak wyzej).

Przeniesienie kolumny do nowej probowki 50ml, wymycie oczyszczonego DNA
przez dodanie 2.5 ml buforu elucyjnego K3, inkubacja probki (czas 2 minuty,
temperatura pokojowa) i wirowanie (czas 1 minuta przy 4000 obrotow/minutg).
Powtorne dodanie 2.5 ml buforu elucyjnego K3 i wirowanie (warunki jak wyzej).
Dodanie do eluatu zawierajacego DNA 4 ml izopropanolu, wymieszanie, przeniesienie
do probowki wirowkowej i odwirowanie (czas wirowania 10 minut, predko$¢ 11000
obrotow/minute).

Usuniecie supernatantu, plukanie osadu przez dodanie 2 ml 70% etanolu
i odwirowanie (czas 5 minut przy 11000 obrotoéw/minutg).

Usunigcie supernatantu, suszenie osadu przez 10 minut w temperaturze pokojowe;j
(przy odwroconej probcee).

Dodanie do osadu wody, inkubacja do rozpuszczenia DNA.

Dodanie do probki izopropanolu, odwirowanie i usunigcie supernatantu (powtdérzenie
tego etapu z 70% etanolem).

Dodanie do osadu wody i inkubacji przez 10 minut w temperaturze pokojowej

do rozpuszczenia DNA.
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16. Probki wyizolowanego DNA poporcjowano i zamrozono W temperaturze -20°C.

Reakcja amplifikacji wybranych fragmentow kwaséw nukleinowych przeprowadzona
zostala technikg tancuchowej reakcji polimerazy (PCR). Sklad mieszaniny reakcyjnej zostat

przedstawiony w tabeli 2. Reakcja przebiegata zgodnie z procedurg zestawiong w tabeli 3.

Tabela 2. Sklad mieszaniny reakcyjnej PCR wuzytej do amplifikacji fragmentu genu
A. hydrophila.

Sktadnik Stezenie wyjSciowe Stezenie w mieszaninie Objetosé [ul]
reakcyjnej (25 ul)
Woda - - 17.8
z“;grr;‘f\ik% gz) 10x 1% (2.5 mM) 25
MgCl, 25 mM 1.5mM 15
Starter F 25 uM 50 uM 0.5
Starter B 25 uM 50 uM 0.5
dNTPs 5 mM 200 uM 1.0
Polimeraza Taq 5 jedn./ul 1 jedn. 0.2
Matryca DNA 40 ng/pl 40 ng 1.0
Razem 25.0

Zrédto: Na podstawie [253]

Tabela 3. Warunki reakcji PCR wykorzystanej do amplifikacji fragmentu genu A. hydrophila.

Etap Temperatura [°C] Czas [s] Liczba cykli
Denaturacja wstepna 94 120
Denaturacja 94 25
Wiazanie starterow 64 30 30
Elongacja 72 30
Synteza koncowa 72 120

Zrédto: Na podstawie [253]
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Skutecznos$¢ amplifikacji wybranego fragmentu DNA byta sprawdzona poprzez rozdziat
elektroforetyczny na zelu agarozowym oraz wybarwienie z uzyciem fluorescencyjnego
barwnika — SYBR® Gold. Rozdzial i badanie amplifikowanego DNA przebiegalo
nastepujaco:
1. 4 pl mieszaniny otrzymanej po reakcji PCR taczono z 1 pl buforu obciazajacego
i umieszczano w kieszonkach 0.9% zelu agarozowego.

2. Rozdziat elektroforetyczny przebiegal w buforze 1xTBE (rozcienczonym
dejonizowang woda w stosunku 10xTBE:woda réwnym 1:10) przy napigciu 5 V/cm.
Jako wzorzec wielkosci DNA uzyto mieszaniny Nova 100bp DNA ladder firmy
Novazym.

3. Wybarwianie zelu wykonano z uzyciem barwnika SYBR® Gold w buforze TRIS-HCI
(pH 7.4) w proporcji 1 pl barwnika na 10 ml buforu.

4. Fotografi¢ zelu agarowego przeprowadzono na transiluminatorze UV przy pomocy

aparatu cyfrowego z zestawem filtrow do zdje¢ w ultrafiolecie (rysunek 20).

1500 pz

1000 pz
900 pz
800 pz
700 pz
600 pz

500 pz
400 pz
300 pz

200 pz

100 pz

Zrédto: Opracowanie whasne.

Rysunek 20. Rozdzial elektroforetyczny produktow PCR. Tory A-H przedstawiaja produkty
PCR amplifikacji fragmentu genu aerolizyny; tor Ww — wzorzec wielko$ci DNA.

Otrzymane probki zamplifikowanego DNA byty zamrazane w temperaturze -20°C.

Czystos¢ 1 ilos¢ DNA po rozpuszczeniu w buforze hybrydyzacyjnym byla sprawdzana
poprzez pomiar spektrofotometryczny przy dtugosciach fal 230, 260 1 280 nm. Stgzenie DNA
wyznaczano zgodnie z zaloZzeniem, Zze w kuwecie o grubo$ci warstwy 1 cm warto$¢
wspoltczynnika absorbancji przy A = 260 nm wynosi 1 (Ao = 1) dla roztworu dsDNA
o stezeniu 50 pg/cm® [252].
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2. Wyniki i dyskusja

2.1. Zaprojektowanie sond ssDNA specyficznych dla genu aerolizyny
A. hydrophila

Punktem wyj$cia w wyborze fragmentow DNA specyficznych dla mikroorganizmu
Aeromonas hydrophila bylo poszukiwanie w bazie GenBank kompletnej sekwencji genu
aerolizyny syntetyzowanej przez te bakterie. Kompletna sekwencja wyzej wymienionego
genu znaleziona zostala w odniesieniu do szczepu A. hydrophila AH14 (LOCUS: EU650663,
1482 pz, BCT 10-May-2008). Odpowiednie zestawienie danych z bazy NCBI zamieszczono
w zalaczniku 2. Szczegdtowa procedura wyboru przedstawionej sekwencji genu aerolizyny
A. hydrophila zostata przedstawiona w punkcie 1.4.2. Wybor i ocena sond ssDNA.

Wprowadzajgc calg sekwencje¢ genu aerolizyny A. hydrophila AH14 do programu BLAST
sprawdzono, ktora jego czg¢$¢ pojawia sie najczesciej w innych sekwencjach opublikowanych
w bazie NCBI dla genu aerolizyny A. hydrophila (wedlug procedury opisanej w punkcie
1.4.2.). Jako najcz¢éciej powtarzajacy sie fragment zostal wybrany odcinek migdzy 450

a 1150 parg zasad wyjsciowej sekwencji genu aerolizyny (rys. 21).

|450| 1150
olor key for alignment scores
<40 40-50 80-200 >=200
Query
0 250 500 750 1000 1250

Rysunek 21. Wykres BLAST pokrycia wyjsSciowej sekwencji genu aerolizyny przez inne
doniesienia dla A. hydrophila.
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Wybrany odcinek genu podzielono nastepnie na 682 fragmenty skladajace si¢ z 20 par
zasad, ktore otrzymano przesuwajac si¢ kolejno o jedng zasade w wyjsciowej sekwencji genu
aerolizyny. Uzyskane 20-merowe fragmenty kwasu nukleinowego byly poddane ocenie
przydatnosci jako potencjalna sonda ssDNA w konstruowanym biosensorze. Stosujac tak
zwany ,kalkulator DNA” odrzucone zostaty sekwencje kwaséw nukleinowych, ktére mogty
tworzy¢ struktury Il-rzedowe i/lub dimery DNA. Pozostate 211 fragmentéw DNA poddano
ocenie specyficznosci wzglgdem genu aerolizyny A. hydrophila przy pomocy programu
BLAST - procedur¢ postepowania opisano w punkcie 1.4.2. Najwyzszy stopien
specyficznosci zostat uzyskany dla nizej wymienionych sekwencji (na poczatku podany jest
numer zasady w wyjSciowym genie aerolizyny):

— 655:5-CTGGTCAAGACGGTGGTGGG-3’,

— 656: 5’-TGGTCAAGACGGTGGTGGGC-3’,

— 657:5-GGTCAAGACGGTGGTGGGCT-3’,

— 658: 5’-GTCAAGACGGTGGTGGGCTG-3’,

— 659: 5’>-TCAAGACGGTGGTGGGCTGG-3’,

— 660: 5’-CAAGACGGTGGTGGGCTGGG-3’,

- 667: 5’-GTGGTGGGCTGGGCGATCAA-3’.

Do dalszych badan nad modyfikacjag powierzchni elektrody ztotej wybrano sekwencje
zaczynajacg si¢ od zasady nr 667 w wyjSciowej sekwencji genu aerolizyny. W zwigzku
z przewidywang modyfikacjg konca 3’ sondy ssDNA poprzez alkanotiolowy tgcznik dana
sekwencja zapewniata najwicksza ilo$¢ guaniny maksymalnie oddalonej od miejsca
modyfikacji. Wiasciwo$¢ ta odgrywalaby znaczaca role w przewidywanym systemie detekcji
reakcji hybrydyzacji opartym na wykorzystaniu aktywnych elektrochemicznie wskaznikow
DNA — miedzy innymi bigkitu metylenowego, ktory wykazuje specyficzne powinowactwo
wzgledem guaniny (punkt 5.2.2. czgsci literaturowej niniejszej pracy).

Po szczegblowym sprawdzeniu specyficzno$ci wybranych sekwencji, poréwnaniu
z danymi przedstawionymi w literaturze, ustalono nastgpujace sekwencje do wykorzystania
w badaniach:

— 667: 5’-GTGGTGGGCTGGGCGATCAA-(CH3)3-SH => sonda I, ktora zostala uzyta

przy badaniu warstwy detekcyjnej biosensora, w pomiarach chronokulometrycznych
1 przy pomiarach woltamperometrycznych (SWV) z uzyciem wskaznika blgkitu

metylenowego;
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— 543: 5’-CTGCGAGGGTTATCGTTGTG => starter F, starter wykorzystany w reakcji

PCR potwierdzajacej obecnos¢ stosowanych sond w DNA wyizolowanym z hodowli
A. hydrophila;

— 698: 5’>-GTGTCGCTGTCGTTGATCG => starter B, takze wykorzystany w wyzej
wymienionej reakcji PCR;

— 658: 5-GTCAAGACGGTGGTGGGCTG-(CHy)3-SH => sonda I, stosowana

do pomiarow woltamperometrycznych (SWV) 2z uzyciem wskaznika bis-

benzoimidowego Hoechst 33258.

Ponizej przedstawione jest umiejscowienie opisanych fragmentow DNA w wyjsciowej

sekwencji genu aerolizyny A. hydrophila:

541 GGCTGCGAGG GTTATCGTTG TGGCGAGAAG ACGTCCATCA AGGTCAGCAATTTTGCGTAC
601 AACCTGGACC CTGACAGCTT CAAACATGGT GACGTGACCC AGTCTGACCG TCAGCTGGTC
661 AAGACGGTGG TGGGCTGGGC GATCAACGAC AGCGACACCC

W celu potwierdzenia poprawnosci wyboru wyzej wymienionych sekwencii,
przeprowadzona zostata reakcja PCR z uzyciem starterow zaprojektowanych do amplifikacji
fragmentu genu aerolizyny zawierajgcego oba wytypowane odcinki sond ssDNA. Reakcja
przebiegala zgodnie z procedura przedstawiong w punkcie 1.4.6 niniejszej pracy.
Jako matryce wykorzystano DNA wyizolowane z komoérek bakterii A. hydrophila. W wyniku
rozdzialu elektroforetycznego i wybarwienia odczynnikiem SYBR®™ Gold produktéw reakcji
PCR otrzymano fragmenty DNA o dlugosci 156 pz (rys. 20) tj. odpowiadajace zalozonej
dhlugosci amplifikowanego odcinka genu aerolizyny. Tym samym potwierdzona zostata
obecno$¢ wybranych sekwencji w DNA badanych bakterii.

W opracowanym przez S. Tombelli i wspotpracownikow piezoelektrycznym biosensorze
hybrydyzacji DNA [57] takze zastosowano sonde sSDNA specyficzng dla genu aerolizyny
A. hydrophila. Jej sekwencja: 5’ caccaggtattggacgctgtccc oraz sekwencja komplementarnego
odcinka ~ DNA  nie  byly obecne w  wyjsciowym  genie  aerolizyny
A. hydrophila AH14 wykorzystanym w niniejszej pracy.

W literaturze znaleziono dodatkowo sekwencje starterow reakcji PCR,
ktore wykorzystano do amplifikacji specyficznego obszaru wyzej wymienionego genu
[43,52]. Moglyby one takze stuzy¢ jako sekwencje sond sSDNA do wykrywania bakterii
A. hydrophila. Wspomniane fragmenty DNA prezentowaly si¢ nastepujaco:

Strona 91



— 19-merowy starter F: 5° GC(A/T)GA(A/G)CCC(A/G)TCTATCC(A/T)G,

— 20-merowy starter B: 5 TTTCTCCGGTAAGACCATTG.

Amplifikowany fragment DNA mial dlugos¢ 252 par zasad. Wspomniana sekwencja
startera F oraz miejsce wigzania startera B zaznaczono w wyciagu z bazy NCBI
zamieszczonym w zalgczniku 2. Podczas projektowania sond ssDNA dla genu aerolizyny
A. hydrophila oba fragmenty DNA znalazly si¢ poza najcze$ciej powtarzajacym si¢
fragmentem tego genu. Dodatkowo, po sprawdzeniu przez ,kalkulator DNA” okazalo sig,
1z obie sekwencje posiadaja skfonnos¢ do tworzenia struktur drugorzedowych i zostatyby

wyeliminowane w przyjetej procedurze wyboru sond ssDNA (wedtug punktu 1.4.2.).

2.2. Przygotowanie elektrody pracujacej i ustalenie warunkéw pomiaro-
wych

2.2.1. Przygotowanie powierzchni elektrod zlotych

Podstawowym zjawiskiem w trakcie reakcji elektrochemicznych przeprowadzanych
w przygotowanym uktadzie pomiarowym jest przeplyw elektronéw pomiedzy powierzchnig
elektrody pracujacej a czasteczkami znajdujacymi si¢ w obszarze przyelektrodowym.
Na przebieg tego niejednorodnego procesu znaczaco wpltywa mikrostruktura i Szorstkos¢
powierzchni elektrody, blokowanie aktywnych obszarow elektrody przez zaadsorbowane
substancje oraz charakter grup funkcyjnych (np. tlenkéw) obecnych na jej powierzchni [254].
W celu zoptymalizowania warunkéw przebiegu ocenianej reakcji redoks podjete zostaty
dzialania zmierzajace do wyboru metody usuwania niepozadanych substancji z powierzchni
elektrody zlotej oraz jej przygotowania, ktore umozliwitoby otrzymywanie powtarzalnych
wiasciwos$ci powierzchni przetwornika.

Sprawdzone zostaty trzy metody przygotowania powierzchni elektrody pracujacej oparte
na polerowaniu mechanicznym i ewentualnym przemiataniu potencjalem w rozcienczonym
kwasie siarkowym (VI). Czyszczenie polegajace na traktowaniu powierzchni zlota
czynnikami chemicznymi (na przykiad goracym roztworem KOH) [149,202] nie zostalo
zastosowane ze wzgledu na izolacje¢ elektrody wykonang z materialu wrazliwego na tego

rodzaju dziatania.
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Sprawdzone zostaty kolejno:

1. procedura polerowania elektrod zlotych zgodna z zaleceniami producenta zestawu
do czyszczenia elektrod ,,PK-4 Polishing Kit” (BAS Bioanalytical Systems, USA) oparta
na polerowaniu mechanicznym poczatkowo zawiesing diamentowg, nastgpnie
aluminiowg oraz traktowaniu elektrody ultradzwickami w tazni z woda destylowang
[191,203,255];

2. podobne podejscie jak przedstawione powyzej — z zastgpieniem $rodkow polerujacych
zawiesinami aluminium Mikropolish® 11 firmy Buehler (Dusseldorf, Niemcy) o wielkosci
ziaren odpowiednio 1.010.05 um [192,213,256];

3. procedura wykorzystujagca polerowanie mechaniczne zawiesinami aluminiowymi
(Mikropolish® Il Alumina) z dodatkowym wprowadzeniem etapu polerowania
elektrochemicznego w 0.05 M roztworze H,SO,4 [159,193,231,232,257] — szczegolowy
opis w punkcie 1.4.1. pracy.

Elektrody zlote nieczyszczone oraz poddane wyzej opisanym zabiegom wykorzystano
nast¢pnie do pomiaréw elektrochemicznego pola powierzchni (Ag) — zgodnie z procedurg
opisang W punkcie 1.3.1. pracy (rys. 22). Na podstawie uzyskanych wynikow obliczany byt
takze wspodlczynnik szorstko$ci ocenianych powierzchni. Wyniki wszystkich oznaczen

zostaty zestawione w tabeli 4.
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Rysunek 22. Krzywa woltamperometryczna (CV) z zaznaczonym pikiem redukcji tlenkow zlota
uzyskana dla wyczyszczonej elektrody zlotej w 50 mM buforze fosforanowym z dodatkiem
5 mM KCI.
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Wszystkie oceniane procedury przygotowania elektrod powodowaly wzrost
elektrochemicznego pola powierzchni przetwornika i jednoczesne zwigkszenie szorstkosci
(w poréwnaniu z elektrodami nieczyszczonymi). Wprowadzenie etapu elektrochemicznego
polerowania wptyngto na wygladzenie powierzchni zlota. Zaobserwowane tendencje byly
w pelni zgodne z wnioskami badan przeprowadzonych przez R.F. Carvalhala i wspot-
pracownikow [192], ktorzy oceniali wplyw roznych procedur przygotowania powierzchni
elektrod zlotych na odpowiedz elektrochemiczng tego materialu. Biorac pod uwagg najnizszy
stopien szorstkosci (R = 5.67) i najwyzszg powtarzalno$¢ wynikow oceny (RSD = 5%)
do prac nad konstrukcja elektrochemicznego biosensora DNA wybrana zostata procedura
przygotowania przetwornika oparta na polerowaniu mechanicznym i przemiataniu
potencjatem.

Trafnos¢ tego wyboru potwierdzaja wyniki pomiaru elektrochemicznego efektu
blokowania i pojemno$ci elektrycznej uzyskane dla wyczyszczonych elektrod zlotych
(odpowiednio punkt 2.3.1. 1 2.3.2. pracy). Wyznaczone na tym etapie badan elektrochemiczne
pole powierzchni elektrody zlotej, rowne 0.0641 c¢cm® (n = 8, RSD = 5%), zostalo
wykorzystane we wszystkich pozniejszych obliczeniach odnoszacych si¢ do pola powierzchni
elektrody pracujacej (miedzy innymi dotyczacych warto$¢ pojemnosci elektrycznej interfazy
elektroda-roztwor elektrolitu, gestosci powierzchniowej sond sSDNA w warstwie detekcyjnej

biosensora).

Tabela 4. Wartosci elektrochemicznego pola powierzchni i wspoélczynnika szorstkosSci
dla elektrod nieczyszczonych oraz poddanych ocenianym procedurom czyszczenia.

. . .| Geometryczne | Elektrochemiczne | Wspotczynnik | Liczba
Czyszczenie powierzchni | el | el Kodei . RSD
kit Es pole p0W|erzzc ni | pole p0W|erzzc ni szorstkosci | pomiarow [%]

(Ag) [em7] (Ar) [cm7] (R) (n)
Nieczyszczone 0.0113 0.0441 3.90 8 33
(1) Czyszczenie 0.0113 0.0746 6.60 6 10
zawiesinami BAS
(2) Czyszczenie 0.0113 0.0677 5.99 8 5
zawiesinami Buehler
(3) Czyszczenie
zawiesinami Buehler 0.0113 0.0641 5.67 8 5
i polerowanie
elektrochemiczne
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2.2.2. Charakterystyka buforow wytypowanych do pomiaréw elektrochemicznych

Odpowiednie  przygotowanie elektrody pracujacej jest waznym elementem
poprzedzajacym przeprowadzenie oznaczen elektrochemicznych. Rownie istotny jest wybor
roztworu elektrolitu stanowigcego $rodowisko procesow zachodzacych w przestrzeni
przyelektrodowej podczas wykonywanych pomiarow (punkt 4.2.1. czgsci literaturowej
pracy). Na podstawie zebranych danych literaturowych [157,159,161,203,216,221,231]
do oznaczen elektrochemicznych wytypowane zostaty dwa bufory o zblizonym pH:

1. 10 mM bufor TRIS-HCI (pH 7.4),
2. 50 mM bufor fosforanowy z dodatkiem 5 mM KCI (pH 7.6).
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Rysunek 23. Krzywe woltamperometryczne (SWV) otrzymane dla wyczyszczonych elektrod
zlotych zanurzonych w 50 mM buforze fosforanowym z dodatkiem 5 mM KCI (pH 7.6) (A)
i w10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4) (B).

Stosujac technik¢ woltamperometrii fali prostokatnej sprawdzona zostala odpowiedz
elektrochemiczna roztwor6w wybranych buforéw (rys. 23). Warunki pomiaru bytly

nastepujace:

uklad trzech elektrod: AuE (pracujaca), Ag/AgCl (referencyjna, 3 M),
Pt (pomocnicza);

— $rodowisko: 1 cm® badanego buforu;
— zakres potencjatu: od -0.4 V do +1.4 V;

— skok potencjatu: 1 mV, amplituda: 40 mV, szybko$¢ polaryzacji elektrody:
0.1 V/s, czestotliwosé: 100 Hz;
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— wyniki pomiar6w opracowywano poprzez funkcje korekcji linii  bazowej
($rednia ruchoma o szerokosci piku 0.03 V) i automatycznego szukania pikow
(parametry: szeroko$¢ piku 0.03 V, wysokoéé piku 1x107° A).

Na podstawie przeprowadzonych pomiaré6w (po dwanascie niezaleznych powtdrzen
dla kazdego z badanych roztworéw) stwierdzono, iz oceniany 50 mM bufor fosforanowy
wykazywal mniejszg aktywnos¢ elektrochemiczng niz 10 mM bufor TRIS-HCI. Dla buforu
fosforanowego zobserwowano jedynie pik przy potencjale 0.15 V i pik zwigzany z reakcja
redoks materiatu elektrody pracujacej przy 1.07 V (rys. 23A). Z kolei roztwér 10 mM buforu
TRIS-HCI wykazat odpowiedz elektrochemiczng skladajacg sie¢ z trzech pikoéw widocznych
na uzyskanej krzywej woltamperometrycznej, ktore dodatkowo pokrywaly znaczacy obszar
badanego zakresu potencjatu (rys. 23B). Szczegdtowe wyniki zamieszczone sg ponizej:

1. Pomiar woltamperometryczny (SWV) dla 10 mM buforu TRIS-HCI (pH 7.4):

— pik przy potencjale +0.36 V — wysoko$¢ piku 3.1 pA (RSD = 11%),

— pik przy potencjale +0.89 V — wysokos$¢ piku 2.9 pA (RSD = 13%),

— pik przy potencjale +1.25 V — wysokos¢ piku 6.3 pA (RSD = 15%).

2. Pomiar woltamperometryczny (SWV) dla 50 mM buforu fosforanowego z dodatkiem

5 mM KCI (pH 7.6):

— pik przy potencjale +0.15 V — wysokos¢ piku 19.2 pA (RSD = 10%),

— pik przy potencjale +1.07 V — wysokos¢ piku 4.5 pA (RSD = 12%).

Do pomiarow woltamperometrycznych z uzyciem elektroaktywnych wskaznikow
hybrydyzacji DNA (planowanych w dalszej cze$ci pracy) wybrany zostat 50 mM bufor
fosforanowy z dodatkiem 5 mM KCI (pH 7.6), ktory zapewnial mniejsza ilos¢ sygnatow

redoks w badanym zakresie potencjatu.

2.2.3. Sygnat elektrochemiczny wybranych wskaznikéw hybrydyzacji DNA

Konstrukcja elektrochemicznego biosensora DNA do wykrywania specyficznych
fragmentow DNA wymaga opracowania efektywnego systemu detekcji hybrydyzacji.
Opierajac si¢ na zebranych danych literaturowych (zamieszczonych ponizej, 0sobno
przy kazdym zwiazku chemicznym) wytypowano pie¢ wskaznikow hybrydyzacji DNA, ktore
moglyby by¢ zastosowane do roznicowania jedno- i dwuniciowych fragmentow kwasow

nukleinowych obecnych na powierzchni elektrody zlotej. Kazdy z wybranych zwigzkow
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odznacza si¢ réznym sposobem oddziatywania z czasteczkami DNA i wykazuje wigksze

powinowactwo wzgledem jedno- lub dwuniciowej formy kwasu deoksyrybonukleinowego

(punkt 5.2.2. czgsci literaturowej niniejszej pracy):

bigkit metylenowy (MB) odznacza si¢ powinowactwem Wwzgledem guaniny,
ktora jest bardziej dostepna w jednoniciowych fragmentach DNA niz w dupleksach
dsDNA;

sol disodowa kwasu antrachinono-1,5-disulfonowego (AQDS) jest anionowym
interkalatorem wnikajacym w dwuniciowg strukture dsDNA;

daunomycyna (DM) takze interkaluje czasteczki dsDNA;

4’ 6-diamidino-6-fenyloindol (DAPI) jest zaliczany zaréwno do zwigzkow
interkalujgcych dsDNA, jak i czgsteczek wbudowujgcych sie w rowki dwuniciowej
helisy kwasu deoksyrybonukleinowego;

bis-benzoimid H 33258 (Hoechst 33258) jest typowym zwigzkiem faczacym sig

z matym rowkiem w strukturze dsDNA.

Celem tego etapu badania jest wybor wskaznika, ktory posiada potencjat piku redoks

nie pokrywajacy si¢ z sygnatami tla. Stosujac technike woltamperometrii fali prostokatne;j

sprawdzona zostata odpowiedz elektrochemiczna roztworu ocenianego zwigzku chemicznego

w 50 mM buforze fosforanowym z dodatkiem 5 mM KCI (pH 7.6) (rys. 24). Ocenie poddano

kolejno:

10 mM roztwor biekitu metylenowego (MB) [203,206,209,213,227,231-233,257,258];

5 mM roztwor soli disodowej kwasu antrachinono-1,5-disulfonowego (AQDS)
[159,221,230,231];

10 mM roztwor chlorowodorku daunomycyny (DM) [116,227,228,259];

10 mM roztwor dichlorowodorku 4°,6-diamidino-6-fenyloindolu (DAPI) [227,228];

0.5 mM roztwér trichlorowodorku bis-benzoimidu H 33258 (Hoechst 33258)
[149,216,227,234].

1.
2.

Zastosowane warunki pomiarowe byly takie same, jak przy ocenie buforéw

wytypowanych do oznaczen elektrochemicznych (punkt 2.2.2.).
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Rysunek 24. Krzywe woltamperometryczne (SWV) otrzymane dla wyczyszczonych elektrod

ztotych przed (
mM DM (

) i po wprowadzeniu 10 mM MB (
) (C), 10 mM DAPI (
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Odpowiedz elektrochemiczna uzyskana podczas badania roztworéw poszczegdlnych

wskaznikow byla nastepujaca:

1. Pomiar woltamperometryczny (SWV) dla 10 mM roztworu MB:

pik przy potencjale -0.20 V — wysoko$¢ piku 4.8 pA (n =5, RSD = 13%),
pik przy potencjale +0.15 V — wysokos¢ piku 15.0 pA (n =5, RSD = 15%),
pik przy potencjale +1.05 V — wysokos¢ piku 8.1 pA (n =5, RSD = 18%).

2. Pomiar woltamperometryczny (SWV) dla 5 mM roztworu AQDS:

pik przy potencjale -0.20 V — wysoko$¢ piku 1.8 pA (n = 8, RSD = 20%),

pik przy potencjale +0.19 V — pik trudny do oceny, nie wystepowatl we wszystkich
8 pomiarach,

pik przy potencjale +0.37 V — wysokos¢ piku 5.9 pA (n = 8, RSD = 15%),

pik przy potencjale +0.62 V — wysokos¢ piku 4.0 pA (n =8, RSD = 10%),

pik przy potencjale +0.86 V — wysokos¢ piku 1.3 pA (n =8, RSD = 25%).

3. Pomiar woltamperometryczny (SWV) dla 10 mM roztworu DM:

pik przy potencjale +0.17 V — wysokos¢ piku 6.9 pA (n =8, RSD = 20%),
pik przy potencjale +1.01 V — wysokos¢ piku 1.3 pA (n =8, RSD = 24%),
pik przy potencjale +1.14 V — wysokos¢ piku 1.1 pA (n =8, RSD = 29%).

4. Pomiar woltamperometryczny (SWV) dla 10 mM roztworu DAPI:

pik przy potencjale +0.26 V — wysokos¢ piku 2.4 pA (n =5, RSD = 32%),
pik przy potencjale +0.90 V — wysokos¢ piku 2.4 pA (n =5, RSD = 28%),
pik przy potencjale +1.21 V — wysokos¢ piku 0.9 pA (n =5, RSD = 30%).

5. Pomiar woltamperometryczny (SWV) dla 0.5 mM roztworu Hoechst 33258:

pik przy potencjale +0.16 V — wysokos¢ piku 0.2 pA (n = 8, RSD = 13%),

pik przy potencjale +0.52 V — pik trudny do oceny, nie wystepowal we wszystkich
8 pomiarach,

pik przy potencjale +0.63 V — wysokos¢ piku 8.2 pA (n = 8, RSD = 15%),

pik przy potencjale +1.03 V —wysoko$¢ piku 2.1 pA (n = 8, RSD = 17%).

Wsrod ocenianych zwigzkow chemicznych wskazniki DM 1 DAPI nie wykazywaly

pozadanej odpowiedzi elektrochemicznej. Ich sygnat pokrywat si¢ pod wzgledem

potencjatéw obserwowanych pikdéw z sygnatem tla (tj. pikéw zwigzanych z roztworem buforu

1 materiatem elektrody pracujacej) (rys. 24C i 24D). Wskaznik AQDS zapewnial wyrazny

sygnat pochodzacy z reakcji redoks jego czasteczek (pik przy potencjale +0.6 V),
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ale taczyt si¢ on w znacznej czgsci z odpowiedzig elektrochemiczng buforu fosforanowego
(pik przy potencjale +0.4 V) (rys. 24B). Jedynie wskazniki MB i Hoechst 33258 umozliwity
obserwacje pikow zwigzanych z ich reakcja redoks (odpowiednio przy potencjatach -0.2 V
i +0.6 V), ktore jednoczesnie nie pokrywaly si¢ z sygnalami tla (rys. 24A i 24E).
Oba elektroaktywne zwiazki chemiczne zostaly wytypowane jako wskazniki hybrydyzacji

DNA, ktore moga by¢ wykorzystane w konstruowanym elektrochemicznym biosensorze.

2.2.4. Przygotowanie sond ssDNA do immobilizacji w warstwie detekcyjnej biosensora

W celu unieruchomienia jednoniciowej sondy ssDNA na powierzchni elektrody
pracujacej koniec 3’ wspomnianego fragmentu DNA zostal zmodyfikowany przy pomocy
merkaptopropylenowego 1acznika. Wprowadzona grupa tiolowa byla zabezpieczona
chemicznie przed utlenianiem poprzez mostek disiarczkowy z merkaptopropanolem (rys. 19).
Usunigcie tego zabezpieczenia wymagalo uzycia roztworu ditiotreitolu 1 przebiegato zgodnie
z procedurg zamieszczong w punkcie 1.4.3. Wyznaczone spektrofotometrycznie stezenia sond
sSDNA i DTT obecnych podczas procesu aktywacji w poszczegdlnych frakcjach eluatu
z kolumny przedstawiono na rysunku 24. Ocena skuteczno$ci oczyszczania sond sSDNA
byla przeprowadzana takze poprzez pomiary spektrofotometryczne — odpowiednio
przy dlugosciach fal A rownych 230 nm (Azz0), 260nm (Azep) 1 280 nm (Azgo).
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Rysunek 25. Stezenia oczyszczanych sond ssDNA (m) [pM] i roztworu DTT (m) [mM]
w poszczegélnych frakcjach eluatu otrzymanych podczas rozdziatu na kolumnach PD 10.
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Stezenie zaktywowanej sondy ssDNA w pofagczonych frakcjach 4 i 5 wynosito $rednio
1 uM (n = 40, RSD = 9%). Wszystkie porcje wycieku z kolumny zebrane przed frakcjg 7
byly wolne od ditiotreitolu, ktory pojawiat sie dopiero w pdzniejszych etapach saczenia
molekularnego (rys. 25). Czysto$¢ uzyskanych roztworow DNA byla zadowalajaca.
Stosunek wartosci absorbancji Azszo/Azso byl nizszy niz warto$é 0.5, a stosunek Azeo/Azso
przekraczal wartos¢ 1.7.

Zastosowana procedura aktywacji i oczyszczania sond sSDNA zapewniala zadowalajgce
rezultaty — powtarzalne stezenie i czystos¢ uzyskiwanych roztworow fragmentow DNA
zmodyfikowanych merkaptoalkilowym tgcznikiem. Tak przygotowane sondy byly bezpo-
srednio wykorzystywane do modyfikacji powierzchni wyczyszczonych zlotych elektrod
pracujacych (procedura 1.4.4.).

2.3. Modyfikacja powierzchni elektrody zlotej — konstrukcja warstwy
detekcyjnej biosensora

Konstrukcja warstwy detekcyjnej biosensora do wykrywania hybrydyzacji DNA
opiera si¢ zasadniczo na sondach ssDNA komplementarnych wzgledem docelowych
fragmentow kwasow nukleinowych [1,12]. W celu unieruchomienia wspomnianych sond
sSDNA na powierzchni modyfikowanej elektrody zlotej zostaly one wyposazone
w merkaptopropylenowy 1gcznik (punkt 1.2.4.). Wprowadzona do czasteczki kwasu
nukleinowego grupa tiolowa —SH umozliwi jej chemiczng adsorpcje na powierzchni zlota.
Kolejny etap konstrukcji warstwy detekcyjnej biosensora przewiduje probe wprowadzenia
do warstwy unieruchomionych na elektrodzie sond ssDNA czasteczek merkaptoalkoholi
— odpowiednio  krotszych  (merkaptoetanol),  nieznacznie  (merkaptoheksanol)
lub zdecydowanie dhuzszych (merkaptononanol) niz merkaptopropylenowy tacznik (punkt
1.4.4). Uformowana w ten sposob mieszana samorganizujgca si¢ monowarstwa SAM
powinna zapewni¢ dobrze zorganizowang warstwe detekcyjnag przygotowywanego biosensora
z trwale zwigzanymi i1 dostgpnymi sondami ssDNA (punkt 4.3.2. cze$ci literaturowej pracy).

Ocena wynikow powyzej opisanej chemicznej modyfikacji powierzchni elektrody zlotej
zostata przeprowadzona przy pomocy pomiaréw elektrochemicznych polegajacych na:

1. Pomiarze elektrochemicznego efektu blokowania sygnalu elektroaktywnego zwiazku

(kompleksu [Fe(CN)s]*™) przez nowopowstala organotiolowa warstwe.
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2. Wyznaczeniu pojemnosci elektrycznej interfazy uksztaltowanej pomigdzy powierzchnia
elektrody zlotej a roztworem mocnego elektrolitu.

3. Pomiarze gestosci powierzchniowej sond ssDNA unieruchomionych w warstwie
detekcyjnej biosensora.

2.3.1. Efekt blokowania elektrochemicznego przez monowarstwy modyfikujace
elektrode

Elektrochemiczna ocena samoorganizujgcych si¢ monowarstw alkanotioli na powierzchni
elektrody zlotej opiera si¢ na zalozeniu, iz zlozona z czgsteczek organicznych struktura dziata
jak fizyczna bariera uniemozliwiajgca innym czgsteczkom wnikanie wystarczajgco blisko
do powierzchni zlota [164]. Pomiary woltamperometryczne w prostych elektrolitach stanowia
bardzo przydatne narzedzie w ocenie zdolnosci tiolowych SAM do przewodzenia procesow
faradajowskich [165]. Elektrochemiczne wiasciwosci takiej monowarstwy sa silnie
uwarunkowane przez rozmiary i rozpowszechnienie defektow w jej strukturze. Jako miare
doskonatosci utworzonych filméw wykorzystuje si¢ migdzy innymi efekt blokowania
elektrochemicznego (EBE) sygnatu redoks np. kompleksu [Fe(CN)]*’* [260]. Im wyzsza
warto$¢ uzyskuje ten parametr, tym bardziej zorganizowang struktur¢ posiada dana

monowarstwa i tym silniej izoluje powierzchni¢ zlota od zastosowanego roztworu elektrolitu
[185].

Natezenie pradu [A]

-6 T T T
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Rysunek 26. Krzywe woltamperometryczne (CV) uzyskane dla czystej elektrody AuE w 0.1 M
roztworze KCl z ( ) i bez ( ) dodatku wskaznika redoks 1mM [Fe(CN)s]*"*.
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Pomiar efektu blokowania elektrochemicznego przeprowadzono zgodnie z procedura
opisang w punkcie 1.3.2. W pierwszej kolejnosci sprawdzone zostalo, jak zachowuje si¢
wyczyszczona elektroda ztota w 0.1 M roztworze KCl bez i z dodatkiem zwigzku redoks,
kompleksu 1 mM [Fe(CN)6]3'/4' (rys. 26). Wyczyszczona elektroda zlota nie wywolata
zadnego sygnatlu elektrochemicznego (piku redoks) w czystym 0.1 M roztworze KCI.
Wybrany uktad moégt stanowi¢ $rodowisko pomiaru w przyjetym zakresie potencjatu.
Wprowadzenie 1 mM wskaznika redoks [Fe(CN)¢]** do roztworu KCI pozwolilo
na zaobserwowanie pradéw anodowego 1 katodowego wynikajacych z reakcji tego
elektroaktywnego kompleksu. Réznica w potozeniu pikoOw utlenienia i redukcji [Fe(CN)6]3'/4'
wskazywala na petng odwracalno$¢ wspomnianych procesow i brak zakldcenia przepltywu
jondéw w przestrzeni przyelektrodowej [150,165]. Ksztalt zaobserwowanej krzywej
woltamperometrycznej $wiadczyt takze o skutecznym procesie czyszczenia elektrody

pracujacej przed przeprowadzym pomiarem CV.

Tabela 5. Efekt blokowania elektrochemicznego reakcji redoks wskaznika [Fe(CN)s]*"™* (roztwér

1 mM w 0.1 M KCI) uzyskany na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej merkaptoalkoholem —
MCE, MCH lub MCN.

Wyniki pomiaru wskaznika [Fe(CN)]*™ / RSD [%]
Mierzona wielkosé Elektroda Elektroda Elektroda
Elektroda AuE MCE/AUE MCH/AUE MCN/AUE
(iloS¢ powtorzen = 8) | o) ¢ powtérzen = 8) | (ilosé powtorzen = 7) | (ilosé powtérzen = 7)
Potencjat redukcji
Pe(CN) I [V 0.170/1 0.158/ 4 0.113/30 0.149/9
Potencjal utlenicnia 0.238/1 0.261/ 4 0.287/7 0.270/ 4
[Fe(CN)e]™™ [V] ' ' ' '
Roznica 0.068/3 0.103/15 0.174/ 31 0.122/19
potencjatow [V]
Ladunek powstaty przy
redukcji [Fe(CN)e]*"* 9.162/7 8.237/6 6.899/ 10 7.237/10
[nC]
Wspolezynnik bariery - 0.10 0.25 0.21
Jjonow (Fibf)
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Zdolno$¢ do tworzenia monowarstw SAM przez wybrane merkaptoalkohole zostala
zbadana poprzez modyfikacje powierzchni elektrody zlotej podczas 16-godzinnej
immobilizacji czasteczek merkaptoetanolu, merkaptoheksanolu lub merkaptononanolu
— przeprowadzona zgodnie z procedurg przedstawiong w punkcie 1.4.4. Dlugi czas
formowania SAM byl zastosowany celowo, aby uzyska¢ wyrazny efekt blokowania
elektrochemicznego przez powstale organotiolowe monowarstwy. Ocena efektu EBE zostata
przeprowadzona zgodnie z procedurg zawartg w punkcie 1.3.2. i wyrazona przy pomocy
wspoélczynnika bariery jondw zwigzanego z dang reakcja redoks (I'iyf) (tabela 5).

W badaniu zdolnos$ci tworzenia samoorganizujgcej si¢ monowarstwy i1 tym samym
szczelnego pokrycia powierzchni elektrody zlotej najlepsze rezultaty uzyskano podczas
zastosowania czasteczek merkaptoheksanolu. Nieco stabsze wyniki otrzymano dla merkapto-
nonanolu. Zdecydowanie najnizszg zdolnos$¢ elektrochemicznego blokowania wykazata
monowarstwa zbudowana z merkaptoetanolu. Przedstawione wnioski potwierdza takze
wzrastajagca — kolejno dla MCE, MCN i MCH - réznica w potencjale piku utlenienia
i redukcji [Fe(CN)s]*™*, ktéra $wiaczy o rosnacej trudnosci w przepltywie elektronow

zwigzanej z reakcjg redoks elektroaktywnego wskaznika (rys. 27).
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Rysunek 27. Krzywe woltamperometryczne (CV) uzyskane w 0.1 M roztworze KCI z dodatkiem
1mM wskaznika [Fe(CN)s]*™* dla czystych elektrod AuE ( ) i zmodyfikowanych mono-
warstwami merkaptoalkoholi: MCE ( ), MCH (. ) lub MCN ).

Stopien uporzadkowania poszczegdlnych monowarstw SAM byl charakteryzowany

3-/4-

przez wyznaczony wspolczynnik blokowania reakcji kompleksu [Fe(CN)s]™ . Najwyzszym
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stopniem organizacji organotiolowej struktury charakteryzowat si¢ merkaptoheksanol
(Tibs = 0.25). Nieco gorszy wynik uzyskano dla merkaptononanolu (Tiys = 0.21), ktory posiada
zdecydowanie dluzsze czasteczki niz MCH. Najnizszg warto$¢ wspotczynnika blokowania
zaobserwowano dla wypeliacza o najkrotszych czasteczkach — merkaptoetanolu (Tips = 0.10).

Podjete proby oceny modyfikacji powierzchni elektrody zlotej poprzez pomiar efektu
EBE eclektroaktywnego wskaznika [Fe(CN)g]*™ wykazaly roznice w skutecznosci
formowania  zorganizowanych  monowarstw  przez  oceniane  merkaptoalkohole.
Zadna z badanych struktur SAM nie powodowata jednak wyraznego efektu blokowania
elektrochemicznego, co potwierdzaly wyniki podobnych oznaczen zaprezentowanych
w literaturze. A.B. Steel i wspdlpracownicy porownywali efekt EBE dla 2.5 mM
[Fe(CN)s]*™ rozpuszczonego w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4) przed i po modyfikacji
elektrody zlotej przez MCH lub mieszaning sondy sSDNA z MCH [157]. Nowopowstate
struktury zmniejszyly praktycznie o potowe stopien przeptywu elektrondw do i1 z powierzchni
zmodyfikowanego przetwornika. V. Dharuman i J.H. Hahn poprzez immobilizacje
na elektrodzie zlotej mieszanej monowarstwy sond ssDNA i jednego z wypehiaczy:
1-merkaptopropanu, kwasu 3-merkaptopropionowego lub merkaptoheksanolu, uzyskali
prawie catkowite zablokowanie przeptywu elektrondow w wyniku reakcji redoks kompleksu
[Fe(CN)s]*"* [160]. Z kolei S. Campuzano i wspolpracownicy modyfikujac elektrode zlota
monowarstwg  zlozong z  czgsteczek kwasu  3-merkaptopropionowego, kwasu
11-merkaptoundekanowego lub mieszaniny obu (w stosunku 25/75) uzyskali wartosci
wspolczynnika bariery jonéw (utozsamianego ze stopniem pokrycia elektrody przez SAM)

odpowiednio 0.38, 1.00 i 0.94 [202].

2.3.2. Pojemnos$¢ elektryczna interfazy miedzy powierzchnia elektrody a roztworem
elektrolitu

Stopien uporzadkowania SAM na zmodyfikowanej elektrodzie pracujacej moze
by¢ badany technikami elektrochemicznymi nie tylko poprzez sprawdzenie zdolnosci
monowarstwy do blokowania reakcji redoks elektroaktywnego wskaznika. Innym
popularnym narzgdziem stosowanym do ustalenia przenikalno$ci jonow przez oceniang
strukturg jest pomiar miedzyfazowej pojemnosci elektrycznej (C). Oznaczenie polega na
zbadaniu wlasciwosci elektrycznych interfazy miedzy powierzchniag zmodyfikowane;j
elektrody a roztworem silnego elektrolitu. Pomiar pojemnosci elektrycznej dostarcza

informacji na temat stopnia upakowania monowarstwy SAM 1 ilo$ci wystepujacych w niej
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defektow [164,261]. Im nizsza warto$¢ C jest obserwowana, tym mniej defektow posiada
SAM oraz mniejsza jest przenikalno$¢ jonéw do powierzchni elektrody [165,185].

Badanie pojemnosci elektrycznej dla ocenianych w pracy monowarstw SAM rozpoczeto
od przeprowadzenia wyboru roztworu mocnego elektrolitu, ktory stanowitby Srodowisko
dla danych pomiarow elektrochemicznych. Na podstawie danych literaturowych do oceny
wytypowane zostaly dwa roztwory [157,159,164,262]:

1. 1MKCI,
2. 1 M KH3PO,.

Pomiar pojemnosci elektrochemicznej interfazy elektroda-roztwor elektrolitu wykonano
zgodnie z procedurg zawartag w punkcie 1.3.3. dla wyczyszczonych elektrod ztotych (AuE)
i elektrod zmodyfikowanych monowarstwg zbudowang z czasteczek MCH (MCH/AUE)
(procedura modyfikacji przebiegata zgodnie z opisem zamieszczonym w punkcie 1.4.4.,
w czasie 16 godzin). Merkaptoheksanol zostat wybrany jako zwigzek chemiczny,
ktory z trzech ocenianych merkaptoalkoholi uzyskat najlepsze rezultaty w ocenie efektu

blokowania (EBE) dla uformowanych monowarstw.
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Rysunek 28. Krzywe woltamperometryczne (CV) uzyskane przy pomiarze pojemnosci
elektrycznej interfazy miedzy elektrodg pracujaca — czystg elektroda zlotg ( ) lub elektroda
zmodyfikowana warstwg MCH ( ) —a roztworem elektrolitu (1 M KCI).

W przypadku pomiaru przeprowadzonego w 1 M roztworze KCI (rys. 28) uzyskana

warto$¢ pojemnosci elektrycznej interfazy miedzy wyczyszczong elektroda zlota a roztwo-
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rem elektrolitu wyniosta 98.8 uF przypadajacych na 1 cm? powierzchni przetwornika (n = 5,
RSD = 5%). Umiejscowienie na powierzchni zlota samoorganizujacej si¢ monowarstwy
MCH spowodowalo spadek wartosci pojemnosci elektrycznej C do poziomu 54.4 pF/cm?
(n = 4, RSD = 18%). Mimo iz wprowadzenic do ocenianej interfazy czasteczek
merkaptoheksanolu wywolalo prawie dwukrotne obnizenie pojemnosci elektrycznej C,
to wartosci tego parametru dla elektrod zmodyfikowanych MCH byty nadal zdecydowanie
wyzsze w poroOwnaniu z danymi literaturowymi, gdzie uzyskiwano wartosci rowne kilku
mikrofarradom na cm? [157,159,164].

Pomiary pojemnosci elektrycznej interfazy miedzy elektroda zlota a 1 M roztworem
KH,PO4 w zaleznosci od stanu powierzchni danego przetwornika dostarczyly nastepujacych
wynikow (rys. 29):

— dla wyczyszczonych elektrod ztotych: 26.0 pF/cm?® (n = 15, RSD = 13%),
— dla elektrod zmodyfikowanych monowarstwa SAM z MCH: 2.7 pF/cm? (n = 6,

RSD = 24%).
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Rysunek 29. Krzywe woltamperometryczne (CV) uzyskane przy pomiarze pojemnosci
elektrycznej interfazy miedzy elektroda pracujaca — czystq elektroda zlotg ( ) lub elektroda
zmodyfikowana warstwg MCH ( ) —a roztworem elektrolitu (1 M KH,PO,).

Wykorzystany w pomiarach wykonanych metoda woltamperometrii cyklicznej
1 M roztwor KH,PO, zapewnil wyrazne obnizenie pojemnosci elektrycznej interfazy
elektroda-elektrolit po wprowadzeniu na powierzchni¢ przetwornika monowarstwy SAM

merkaptoheksanolu. Jednocze$nie uzyskane rezultaty badan byly poréwnywalne
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z prezentowanymi w literaturze, otrzymanymi dla podobnych oznaczen wartoSciami
[157,159]. Do dalszych badan nad pojemnoscia elektryczng interfazy miedzy powierzchnig
elektrody (zmodyfikowanej réznymi monowarstwami SAM) a roztworem elektrolitu

wybrany zostat 1M roztwor KH,PO,.

Tabela 6. Pojemnosci elektryczne dla czystej elektrody zlotej i elektrod zmodyfikowanych SAM.

. o Pojemnos$¢ elektryczna .

Elektroda ztota POJ e:m}osc elelf/t ryc%na w porownaniu do czystej ‘Bto? © F\[)s[])
interfazy [puF/cm AUE [%] powtorzen 0
Czysta AuE 26.0 100 15 13
sSDNA/AUE 10.4 40 6 14
MCE/AUE (16h) 10.3 40 6 34
MCE/AUE (4h) 54 21 5 36
MCE/AUE (30min) 7.0 27 5 38
MCH/AUE (16h) 2.7 10 6 24
MCH/AUE (4h) 1.8 7 5 8
MCH/AUE (30min) 2.7 10 6 27
MCN/AUE (16h) 4.2 16 6 24
MCN/AUE (4h) 7.3 28 6 31
MCN/AUE (30min) 9.9 38 6 33
ssDNA/MCE/AuUE 7.4 28 5 18
ssSDNA/MCH/AuE 4.0 15 5 27
ssSDNA/MCN/AuE 11.8 45 5 33

Opierajac si¢ na procedurach zamieszczonych w punktach 1.4.1., 1.4.3. 1 1.4.4. (w cze$ci
doswiadczalnej niniejszej pracy) przygotowano elektrody zlote (AuE), ktore nastepnie
zmodyfikowano réznymi rodzajami monowarstw (jedno- i dwusktadnikowych) i poddano

woltamperometrycznym pomiarom pojemnosci elektrycznej interfazy elektroda-roztwor
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elektrolitu — zgodnie z procedurg 1.3.3. Ocenie skutecznosci modyfikacji powierzchni zlota

poddano (tabela 6):

— elektrody z unieruchomionymi sondami sSDNA (ssDNA/AUE),

— elektrody zmodyfikowane jednosktadnikowa monowarstwa SAM zbudowang z czaste-
czek merkaptoetanolu (MCE/AUE), merkaptoheksanolu (MCH/AUE) lub merkapto-
nonanolu (MCN/AUE) - ktore byly krotsze (MCE), dwukrotnie (MCH) lub tez
trzykrotnie dluzsze (MCN) niz merkaptoalkilowy facznik wykorzystany do zmodyfiko-
wania sond ssDNA. Zbadane zostaly rozne czasy wigzania danych merkaptoalkoholi
na powierzchni ztota — 30 minut, 4 oraz 16 godzin,

— elektrody zmodyfikowane dwuskladnikowg (mieszang) monowarstwg SAM zbudowang
z sond ssDNA i z czgsteczek wypelniacza — jednego z ocenianych merkaptoalkoholi
(sSDNA/MCE/AUE, ssDNA/MCH/AUE lub ssSDNA/MCN/AUE).

W wyniku unieruchomienia na powierzchni elektrody ztotej jednoniciowych sond ssDNA
warto$¢ pojemnosci elektrycznej warstwy oddzielajagcej metal elektrody od roztworu
elektrolitu spadta o ponad polowe. Organotiolowa struktura modyfikujgca powierzchnig
przetwornika znaczgco obnizyla stalg diclektryczng przestrzeni znajdujacej sie bezposrednio
przy powierzchni elektrody zlotej, co spowodowato spadek pragdéow pojemnosciowych
(mierzonych przy pomocy woltamperometrii CV) i tym samym obnizenic pojemnosci
elektrycznej (rys. 30A). Jednak uzyskane wyniki pomiarow wskazywaly na duzg ilo$¢
defektow w monowarstwic SSDNA modyfikujgcej powierzchni¢ elektrody. Najprawdo-
podobniej bylo to spowodowane niskim stopniem zorganizowania warstwy sond,
ich wzajemnym splataniem 1 nieszczelnym pokryciem powierzchni przetwornika.
Podobne wnioski uzyskat w swoich badaniach A.B. Steel wraz ze wspotpracownikami [157],
ktory na powierzchni elektrody zlotej unieruchamiat sonde ssDNA lub 25-merowy
homooligomer tyminy. W celu poprawy organizacji warstwy detekcyjnej biosensora
zaplanowano wprowadzenie drugiego sktadnika do struktury SAM — merkaptoalkoholu.

Zdolno$¢ wytypowanych merkaptoalkoholi do tworzenia samoorganizujacej si¢ mono-
warstwy na powierzchni zlota sprawdzono modyfikujac elektrode zlota czasteczkami MCE,
MCH lub MCN przez 30 minut, 4 oraz 16 godzin. W przypadku wydlizonego czasu
immobilizacji (16 godzin) warstwa SAM zbudowana z merkaptoetanolu wykazywata
mniejszy stopien zorganizowania niz przy krotszym procesie jej tworzenia (tabela 6.).
Czasteczki merkaptononanolu wykazywaty z kolei odwrotng tendencje. Dla merkapto-

heksanolu jego zdolno§¢ do tworzenia uporzadkowanej monowarstwy (o jak najnizszej
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wartos$ci pojemnosci elektrycznej badanej interfazy) pozostawala wzglednie niezmienna
wraz z wydluzanym czasem immobilizacji.

Wyniki przeprowadzonego eksperymentu wykazaty, ze w przypadku badanych warstw
SAM czas ich formowania wplywa nieznacznie (MCE, MCN) lub prawie wcale (MCH)
na wiasciwosci nowopowstatych strutkur. Dodatkowo, badania wykonane przez E.L.S.
Wonga i jego wspolpracownikow [159] udowodnily obecnos$¢ zjawiska wypierania sond
ssDNA z mieszanej monowarstwy ssDNA/merkaptoalkohol przez czagsteczki wypehiacza
przy wydluzonym okresie jego interakcji z powierzchnig zlota. Z tego wzglgdu do dalszych
badan nad jedno- i dwuskladnikowymi warstwami SAM wybrany zostal 30-minutowy
czas immobilizacji merkaptoalkoholi.
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Rysunek 30. Krzywe woltamperometryczne (CV) otrzymane przy wyznaczaniu pojemnosci
elektrycznej dla: czystej elektrody zlotej (AuE) i elektrody zmodyfikowanej ssDNA
(sSDNAJAUE) (A); elektrod zmodyfikowanych merkaptoetanolem (MCE/AUE), merka-
ptoheksanolem (MCH/AUE) i merkaptononanolem (MCN/AUE) - czas unieruchamiania
30 minut (B); elektrod zmodyfikowanych sama sonda ssDNA (ssDNA/AuE) i w polaczeniu
z wybranym merkaptoalkoholem (ssDNA/MCE/AUE, ssDNA/MCH/AUE lub ssDNA/MCH/AUE)
(C); czystej elektrody zlotej (AuE), zmodyfikowanej sonda (ssDNA/AuE) oraz mieszana
monowarstwa sondy i merkaptoheksanolu (ssDNA/MCH/AuE) (D).
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Porownujac wartos$ci pojemnosci elektrycznej otrzymane dla elektrod zmodyfikowanych
monowarstwg merkaptoalkoholu mozna stwierdzi¢, iz wérdd ocenianych zwigzkow najlepsze
predyspozycje do formowania uporzadkowanej struktury SAM wykazaly czasteczki
merkaptoheksanolu (rys 30B). Elektrody ztote zmodyfikowane tym zwigzkiem odznaczaty si¢
najnizsza wartoscia pojemno$ci elektrycznej rowna 2.7 pF/em? (n = 6, RSD = 27%)
w przypadku 30-minutowego czasu unieruchamiania. Stabiej zorganizowane monowarstwy
tworzyly czasteczki merkaptoetanolu oraz merkaptononanolu — pojemnosci elektryczne
badanych interfaz wyniosty odpowiednio: 7.0 pF/cm? (n = 5, RSD = 27%) i 9.9 (n = 6,
RSD = 33%). Taka sama kolejnos¢ w ocenie zdolnosci do tworzenia uporzadkowanej
monowarstwy SAM uzyskano w pomiarach pojemnosci elektrycznej dla mieszanych struktur
sktadajacych sie z sond ssSDNA i merkaptoalkoholi — najlepszy MCH, posredni MCE
1 najstabszy MCN (rys. 30C). Wypeliacz MCH o dlugosci czasteczek nieznacznie wigkszej
niz dlugos¢ merkaptoalkilowego 1gcznika sond ssDNA zapewnil warstwe detekcyjng
biosensora o najnizszej liczbie defektow — w pordéwnaniu z pozostalymi mieszanymi SAM:
SSDNA/MCE i ssDNA/MCN. Jest to wynik nieco odmienny od rezultatéw badan E.L.S.
Wonga i jego wspolpracownikow [159]. Wyznaczali oni pojemnos$¢ elektryczng
dla monowarstw ztozonych z sond ssDNA (z merkaptoalkilowym lacznikiem o liczbie
atomow wegla n = 3 Iub 6) 1 z merkaptoalkoholowego wypetniacza (o liczbie atomoéw wegla
n =3 (MCE), 6 (MCH) lub 11 (merkaptoundekanol, MCU). Monowarstwy 0 najmniejszej
liczbie defektow uzyskano dla struktur zawierajacych czasteczki MCU, ktoére byly znaczaco
dtuzsze od obu badanych tacznikow sond ssDNA.

Zestawiajac ze sobg rezultaty pomiarow pojemnosci elektrycznej interfazy elektrody
zlotej zmodyfikowanej warstwg sond ssDNA przed i po wprowadzeniu czasteczek
wypetniacza MCH, mozna zauwazy¢, W jakim stopniu uzycie merkaptoalkoholu obnizyto
iloé¢ defektéow w powstalej warstwie detekcyjnej biosensora (rys. 30D). Zaden z dwoch
pozostatych ocenianych zwigzkow tiolowych nie zapewnil rownie efektywnego wypetnienia
mieszanej monowarstwy SAM i wzrostu stopnia jej zorganizowania (tabela 6).
W badaniach przeprowadzonych przez A.B. Steela i wspotpracownikéw [157] wprowadzenie
merkaptoheksanolu do warstwy tiolowanych sond ssDNA umiejscowionych na zlocie
spowodowalo rdwniez znaczacy spadek pojemnosci elektrycznej interfazy elektroda-roztwor

elektrolitu, co $wiadczylo o znacznie mniejszej ilosci defektow ocenianej SAM.
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2.3.3. Gesto$¢ powierzchniowa sond ssDNA w warstwie detekcyjnej biosensora

Przedstawione w poprzednich punktach pracy badania modyfikacji powierzchni
elektrody zlotej pozwalaly na uzyskanie uogdlnionej oceny struktury warstwy detekcyjnej
przygotowywanego biosensora. W konstrukcji sensora do wykrywania hybrydyzacji DNA
wazne jest takze ustalenie ilosci i dostgpnosci sond sSDNA w danej warstwie detekcyjne;.
W celu wyznaczenia tych wielkosci postuzono si¢ technikg pomiaréw chrono-
kulometrycznych z wykorzystaniem elektroaktywnego wskaznika, kompleksu heksa-
aminorutenu (111) Ru(NH3)e>* (RuHex), ktory w sposéb ilosciowy wiaze sie z grupami
fosforanowymi fragmentow kwasdéw nukleinowych (procedura przedstawiona w punkcie
1.3.4. czgséci doswiadczalnej niniejszej pracy).

Przed rozpoczeciem pomiaréw chronokulometrycznych konieczne bylo wyznaczenie
potencjatu formalnego dla kompleksu RuHex w 10mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4)
— ten sam bufor byt p6zniej stosowany w oznaczeniach CC. Pomiar przeprowadzono technikg

woltamperometrii cyklicznej stosujac (rys. 31):

uktad 3 elektrod: AuE (pracujgca), Pt (pomocnicza), Ag/AgCl (3M KCl, referencyjna);

— $rodowisko: 10 mM roztwor RuHex w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4);

— liczba cykli: 5;

— zakres od -0.8 V do +0.5 V, potencjat skoku 2.4 mV, szybko$¢ polaryzacji elektrody 100
mV/s.

Natezenie pradu [A]
N
1

. — \
-1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
Potencjat [V]

Rysunek 31. Krzywa woltamperometryczna (CV) uzyskana dla 10mM roztworu RuHex
w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4).
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Badany kompleks Ru(NHs)s** w pomiarach przeprowadzonych metoda woltamperometrii
cyklicznej w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4) posiadat potencjat formalny réwny -0.15 V.
Wyznaczona wielko$¢ postuzyta do ustalenia wartosci potencjatu poczatkowego i potencjatu
reakcji w planowanych pomiarach CC z uzyciem RuHex. Stosujac wytyczne zawarte
w opracowaniu A.W. Botta i W.R. Heinemana [153] ustalono nastgpujace warunki pomiaru:
— potencjal poczatkowy rowny +0.1 V, dla ktérego wszystkie czasteczki RuHex znajdujace

si¢ w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4) powinny ulec utlenieniu;

— potencjal reakcji rowny -0.4 V, przy ktorym wszystkie czasteczki RuHex znajdujace sie

w wyze] wymienionym buforze ulegaja redukcji.

Wybrane wartos$ci potencjalow dla pomiarow chronokulometrycznych z uzyciem
kompleksu Ru(NHs)s>* sa zgodne z danymi przedstawionymi w literaturze [157,159,198].
Jako podstawe oznaczenia celowo wybrano proces redukcji elektroaktywnego wskaznika,
poniewaz RuHex jest podatny na utlenianie przez czynniki srodowiskowe i trudniej byloby
przeprowadzi¢ pomiar CC dla zredukowanej formy tego elektroaktywnego kompleksu.

Oznaczenia chronokulometryczne zmierzajace do ustalenia ilosci DNA na powierzchni
elektrody pracujacej przeprowadzane byty w roztworach Ru(N Hg,)(;3+ 0 wzrastajacym stezeniu
(zgodnie z procedurg przedstawiong w punkcie 1.3.4.). Korzystajgc z pomiarow
spektrofotometrycznych przy dtugosci fali A = 277 nm sprawdzono ilos¢ RuHex w kolejnych
roztworach 10 mM buforu TRIS-HCI (pH 7.4) przeznaczonych do pomiaréw CC (rys. 32).

1.4
1.2—-
101
0.8—-

0.6

Wartos$¢ absorbancji

0.4 4

0.2 4

0.0

T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Stezenie RuHex w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.3) [mM]

Rysunek 32. Wartosci absorbancji przy dlugosci fali 277 nm zmierzone dla roztworé6w RuHex
wykorzystanych w pomiarach CC z zaznaczong krzywa regresji liniowej ( )
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Warto$¢ wspodlczynnika regresji linowej r dla zakresu stgzen kompleksu RuHex
od 0.05 mM do 2 mM osiggnata warto$¢ 0.998, co stanowilo potwierdzenie zakladanego
wzrostu ilosci wskaznika w kolejnych badanych srodowiskach pomiaréw CC.

Opierajac si¢ na procedurze przedstawionej w punkcie 1.3.4. przeprowadzono pomiary
chronokulometryczne tadunku Q.¢s charakteryzujacego ilo$¢ wskaznika RuHex zaadsorbo-
wanego na powierzchni elektrody zlotej [155,157]. Wyznaczone zostaly wartoSci Qads
dla czterech monowarstw SAM, tj. zlozonej wylacznie z sond SSDNA i z udzialem
wypehiacza MCE, MCH lub MCN - dla stezefi kompleksu Ru(NHs)s®" rownych 0.05 mM,
0.1 mM, 0.3 mM, 0.5 mM, 0.75 mM, 1.0 mM, 1.5 mM oraz 2.0 mM w 10 mM buforze TRIS-
HCI (pH = 7.4).

W pierwszej kolejnosci przeprowadzona zostata proba oznaczenia ilosci DNA
na powierzchni elektrody zlotej zmodyfikowanej samymi sondami SSDNA. Elektrode
pracujaca przygotowano zgodnie z procedurg 1.4.4. i poddano pomiarom opisanym w punkcie

1.3.4. niniejszej pracy. Wyniki oznaczen zestawiono w tabeli 7.

Tabela 7. Ladunek redukcji wskaznika RuHex zaadsorbowanego na powierzchni elektrody
zlotej zmodyfikowanej warstwa sondy ssDNA, otrzymany w pomiarze CC przy rosngcym
stezeniu RuHex.

Stezenie RuHex Ladunek redukcji zaadsorbowanego RuHex* Tlos¢ RSD
w roztworze [mM] [uC] powtorzen
0.05 -0.254 10 25
0.10 -0.246 10 30
0.30 -0.234 10 28
0.50 -0.208 10 33
0.75 -0.195 10 31
1.00 -0.169 10 34
1.50 -0.140 8 44
2.00 -0.093 8 41

* kazdy wynik jest rezultatem czterech pomiaréw sktadowych (patrz: Procedury pomiarowe pkt. 1.3.4.)

Wysitki zmierzajagce do wyznaczenia wartosci fadunku Qaqs dla czasteczek RuHex
zakumulowanych w warstwie detekcyjnej biosensora zakofczyly si¢ niepowodzeniem.

W kolejnych roztworach (o wzrastajacym st¢zeniu wskaznika) warto$¢ tadunku zwigzana
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z redukcja czasteczek RuHex gromadzacych si¢ bezposrednio przy powierzchni elektrody
przed immobilizacja sondy byla wyzsza niz po tym zabiegu (tabela 7). Na podstawie
rezultatoéw przeprowadzonych pomiaréw CC wynika, iz wprowadzenie monowarstwy ssDNA
utrudnito dostep czasteczkom RuHex do powierzchni elektrody. Najprawdopodobniej sondy
utworzyly strukture skutecznie izolujaca powierzchni¢ przetwornika od roztworu wskaznika.
Z drugiej strony wzrost stezenia RuHex w $rodowisku reakcyjnym powodowat ostabienie
tego zjawiska. Przy stopniowym zwigkszaniu ilo$ci wskaznika w buforze TRIS-HCI wartos¢
zmierzonego fadunku Q,q4s wzrastala w sposob liniowy (rys. 33) — wspotczynnik regresji

liniowej r dla tej zalezno$ci wynidst 0.997.

-0.08 -
-0.10—.
-0.12-
-0.14- L]
-0.16—.
—0.18—.
-0.20-.
-0.22-

-0.24

tadunek zakumulowanego RuHex [uC]
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Rysunek 33. Ladunek wskaznika RuHex zakumulowanego na elektrodzie zmodyfikowanej
warstwa ssDNA () — pomiar CC przy rosngcych wartosciach stezenia RuHex w roztworze.

W kolejnym kroku przeprowadzono pomiary tadunku Qags dla kompleksu RuHex
zakumulowanego w warstwie detekcyjnej biosensora, ktorg stanowita mieszana monowarstwa
sond ssDNA i merkaptoalkoholowego wypetniacza — merkaptoetanolu, merkaptoheksanolu
lub merkaptononanolu. Procedura modyfikacji elektrod ztotych zostata opisana w punkcie
1.4.4. czesci doswiadczalnej niniejszej pracy. Pomiar chronokulometryczny zakumulowanego
RuHex przeprowadzono wedlug procedury przedstawionej w punkcie 1.3.4. Uzyskane wyniki
zestawiono w tabeli 8.
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Tabela 8. Ladunek redukcji wskaznika RuHex zaadsorbowanego na powierzchni elektrody
zlotej zmodyfikowanej warstwa sondy ssDNA i jednego z merkaptoalkoholi: MCE, MCH
lub MCN, otrzymany w pomiarze CC przy rosnacym stezeniu RuHex.

Shspte Rulflsy Fadunek redukcji zaadsorbowanego RuHex* [uC] / ilo$¢ powtorzen / RSD [%]
roztworze [MM] | spnA/MCE/AUE SSDNAMCH/AUE SSDNAMCN/AUE
0.05 0.000/10/** 0.005/10/52 0.007/10/**
0.10 0.015/10/79 0.010/10/43 0.013/10/151
0.30 0.034/10/34 0.025/9/61 0.045/10/85
0.50 0.050/10/16 0.034/8/27 0.107/10/14
0.75 0.066/10/17 0.058/10/48 0.215/10/21
1.00 0.081/10/17 0.059/10/41 0.356/10/18
1.50 0.116/10/12 0.064/10/44 0.595/10/12
2.00 0.156/10/55 0.060/10/50 0.871/10/15

* kazdy wynik jest kompilacja czterech pomiarow sktadowych (patrz: Procedury pomiarowe 1.3.4.)

** bardzo duza zmienno$¢ wynikow wynikajaca z niedoskonatoséci uktadu pomiarowego

Chronokulometryczne pomiary tadunku Qg5 kompleksu RuHex unieruchomionego
w warstwie detekcyjnej biosensora skladajacej si¢ z sond ssDNA i wypetniacza MCE
pokazaly, ze wraz ze zwigkszaniem stezenia RuHex w $rodowisku reakcji ilos¢
zakumulowanego wskaznika takze rosta w sposob liniowy (rys. 34). Wspolczynnik regresji
liniowej r dla tej zaleznosci wyniost 0.995. W badanym zakresie st¢zen wskaznika
— od 0.05 mM do 2.0 mM roztworu RuHex — nie zaobserwowano wysycenia warstwy
detekcyjnej biosensora czasteczkami wskaznika (tabela 8). Prawdopodobnie zbyt duza liczba
defektow ocenianej monowarstwy ssDNA/MCE uniemozliwita zablokowanie pozostatym
czasteczkom wskaznika (bedagcym w mieszaninie reakcyjnej) mozliwosci bezposredniego
przywierania do powierzchni elektrody zlotej. Z powodu braku wartosci  Qads
zakumulowanego wskaznika w warunkach wysycenia monowarstwy SAM kompleksem
RuHex nie mozna bylo przeprowadzi¢ dalszych obliczen zmierzajacych do wyznaczenia
iloSci DNA unieruchomionego na powierzchni elektrody zlotej (zgodnie z zaloZeniami

procedury zamieszczonej w punkcie 1.3.4.).
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Rysunek 34. Ladunek wskaznika RuHex zakumulowanego na elektrodzie zmodyfikowanej
sSDNA i MCE (m) — pomiar CC przy réznych stezeniach RuHex w roztworze.

Kolejng badang warstwe detekcyjng biosensora — opartg o mieszang monowarstwe SAM
sktadajacg si¢ z sond ssDNA i1 wypetniacza MCH — przygotowano wedlug procedury z
punktu 1.4.4. niniejszej pracy. Pomiar chronokulometryczny niezbedny do ustalenia gestosci
powierzchniowej sond DNA na powierzchni elektrody zlotej przeprowadzono zgodnie

z wytycznymi punktu 1.3.4. Wyniki wspomnianego oznaczenia zamieszczono w tabeli 8.
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Rysunek 35. Ladunek wskaznika RuHex zakumulowanego na elektrodzie zmodyfikowanej
sSDNA i MCH (m) — pomiar CC przy réznych stezeniach RuHex w roztworze.
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Podobnie jak w przypadku monowarstwy ssDNA/MCE, warstwa detekcyjna biosensora
zawierajgca sondy SSDNA oraz czasteczki MCH charakteryzowata si¢ liniowym wrostem
tadunku Qugs dla kompleksu Ru(NHs)>* zakumulowanego na powierzchni elektrody zlote;.
Jednak w przypadku merkaptoheksanolu zaleznos¢ ta odnosita si¢ tylko do roztworéw RuHex
o stgzeniu ponizej 0.75 mM (rys. 35) — wspolczynnik regresji liniowej r wyniést 0.993.
Poczawszy od roztworu reakcyjnego zawierajacego 0.75 mM wskaznika RuHex, dalsze
zwickszanie ilosci kompleksu Ru(NHs)s®* w $rodowisku pomiaru CC nie powodowalo
istotnego wzrostu wyznaczanej wartosci tadunku Qaqs. Takie st¢zenie wskaznika wystarczyto,
aby wysyci¢ czasteczkami RuHex wszystkie fragmenty kwasow nukleinowych unieru-
chomione na powierzchni elektrody.

Wynik pomiaru CC dla 0.75 mM roztworu kompleksu Ru(NHs)s>* w buforze TRIS-HCI
(zaznaczony w tabeli 8 niebieskim kolorem) zostal wykorzystany do obliczen ggstosci
powierzchniowej DNA w warstwie detekcyjnej biosensora. Korzystajac ze wzordéw przedsta-
wionych w punkcie 1.3.4. wyznaczono ilo$¢ wskaznika, a nastgpnie sond ssDNA obecnych
na powierzchni elektrody zilotej zmodyfikowanej monowarstwg ssDNA/MCH. Gestosé
powierzchniowa czasteczek RuHex wyniosta w tym przypadku 9.54 x 10 mol/cm?, nato-

miast iloé¢ DNA byla rowna 8.62 x 10" cze}steczki/cmz.
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Rysunek 36. ELadunek wskaznika RuHex zakumulowanego na elektrodzie zmodyfikowanej
SSDNA i MCN (m) — pomiar CC przy réznych stezeniach RuHex w roztworze.
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Ostatnia badana warstwa detekcyjna biosensora skladata si¢ z sond ssDNA
oraz czasteczek MCN. Formowanie mieszanej monowarstwy na powierzchni elektrody zlotej
przeprowadzono zgodnie z procedurg przedstawiong w punkcie 1.4.4., natomiast pomiar CC
tadunku Qa¢s wykonano wedhug opisu zawartego w punkcie 1.3.4. Wyniki badan umieszczono
w tabeli 8.

Rezultaty pomiarow chronokulometrycznych wykonanych na elektrodach zlotych
zmodyfikowanych monowarstwg ssDNA/MCN byly zasadniczo zblizone do wynikow
otrzymanych dla SAM zbudowanej z sond ssDNA 1 czasteczek MCE. Wraz ze wzrostem
stezenia wskaznika RU(NH3)63+ w srodowisku pomiaru CC w sposéb liniowy rosla takze
warto$¢ tadunku Qags kompleksu RuHex zakumulowanego w warstwie detekcyjnej biosensora
uszczelnionej czgsteczkami merkaptononanolu (rys. 36). Wspolczynnik regresji liniowej r
tej zaleznosci wyniost 0.991. Podobnie, jak w przypadku mieszanej monowarstwy
z merkaptoetanolem, warstwa detekcyjna ssDNA/MCN posiadata zbyt duzg liczbe defektow,
ktore uniemozliwily wyznaczenie tadunku Qs W warunkach wysycenia wszystkich

fragmentéw DNA wskaznikiem RuHex.

Porownujac wyniki chronokulometrycznych pomiaréw gesto$ci powierzchniowej sond
ssDNA wykonanych dla warstw detekcyjnych biosensora wyposazonych lub nie w czasteczki
merkaptoalkoholowego wypetniacza, tylko w przypadku mieszanej monowarstwy
sSDNA/MCH mozliwe bylo wyznaczenie ilosci DNA zgromadzonego na powierzchni
elektrody zlotej. Pozostale oceniane warstwy SAM charakteryzowaty si¢ strukturg
posiadajaca zbyt wiele defektow, ktore skutecznie uniemozliwily pomiar gestosci
powierzchniowej sond sSDNA technikg CC przy zastosowaniu wskaznika RuHex.

Modyfikacja elektrody zlotej mieszang monowarstwg ssDNA/MCH zapewnita
umiejscowienie na powierzchni elektrochemicznego przetwornika wysoce zorganizowanej
warstwy detekcyjnej, dla ktorej ilosé sond ssDNA w przeliczeniu na 1 cm® powierzchni
wyniosta 8.62 x 10" czasteczek. Jest to warto$é nieco nizsza niz ta zaprezentowana przez
A.B. Steela i wspotpracownikoéw [157], gdzie monowarstwa SAM (takze zbudowana z sond
ssDNA i wypeliacza MCH) odznaczata si¢ ilosciag DNA w granicach 1-10 X 10" czasteczek
na cm® powierzchni elektrody. Po zbadaniu wplywu gestosci powierzchniowej sond
na efektywnos$¢ hybrydyzacji z docelowymi fragmentami DNA, za najbardziej optymalna
ilos¢ ssDNA w warstwie detekcyjnej biosensora uznali oni wartos¢ nieco ponizej 5 x 10%

czasteczek/cm® — w przypadku pomiardw z uzyciem wskaznika RuHex.
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W badaniach nad konstrukcja warstwy detekcyjnej ocenione zostaly monowarstwy SAM
sktadajace si¢ wylacznie z sond ssDNA oraz mieszane struktury zawierajace dodatkowo
czasteczki wypetniacza. Do uszczelnienia monowarstwy sond ssDNA wybrane zostaly
merkaptoalkohole, ktore posiadaja lancuchy alkilowe krotsze (MCE), dwukrotnie (MCH)
lub trzykrotnie dtuzsze (MCN) niz merkaptoalkilowy }gcznik mocujacy fragmenty DNA
na powierzchni elektrody. Elektrochemiczna ocena stopnia zorganizowania badanych
monowarstw wykazala, Ze najmniejsza ilo$§¢ defektow posiada warstwa detekcyjna
zbudowana z sond ssDNA i czasteczek merkaptoheksanolu. Wytacznie dla tej struktury udato
si¢ przeprowadzi¢ pomiary ilosci DNA wunieruchomionego na powierzchni elektrody
pracujacej. W zwigzku z uzyskanymi wynikami badan, w dalszej pracy nad konstrukcja
elektrochemicznego biosensora DNA wykorzystana zostala warstwa detekcyjna oparta
na mieszane] monowarstwie SAM skladajacej si¢ z sond ssDNA 1 czasteczek

merkaptoheksanolu.

2.4. Reakcja hybrydyzacji w warstwie detekcyjnej biosensora

Przygotowana warstwa detekcyjna elektrochemicznego biosensora zostata zastosowana
do zbadania oddzialywania sond sSDNA z komplementarnymi i niekomplementarnymi
fragmentami oligonukleotydow (tOligo i ntOligo). Przy pomocy pomiaréw chronokulo-
metrycznych z uzyciem wskaznika RuHex ustalona zostala ilos¢ DNA zgromadzonego
na powierzchni elektrody pracujacej przed i po interakcji sond z syntetycznymi fragmentami
DNA. Z kolei pomiary wykonane metodg woltamperometrii fali prostokatnej
z zastosowaniem elektroaktywnych wskaznikow MB i Hoechst 33258 pozwolity okresli¢,
czy obecne w warstwie detekcyjnej biosensora czasteczki DNA byty jedno- czy dwuniciowe.
Wykorzystujac skonstruowang warstwe detekcyjng ustalono wplyw, jaki na pracg biosensora
wywotuja nastepujace czynniki:

— czas oddziatywania sond ssSDNA z komplementarnymi fragmentami DNA,
— stezenie komplementarnych fragmentow DNA w mieszaninie reakcyjnej,

— obecnos¢ niekomplementarnych oligonukleotydéw w mieszaninie reakcyjnej.
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2.4.1. Charakterystyka DNA zakumulowanego na powierzchni elektrody pracujacej

Badania reakcji hybrydyzacji w warstwie detekcyjnej biosensora rozpoczeto
od sprawdzenia mozliwosci oszacowania ilosci DNA na powierzchni elektrody pracujace;j
przed i po interakcji sond ssSDNA z docelowymi fragmentami kwasu nukleinowego (tOligo).
Reakcja byla przeprowadzona zgodnie z procedurg opisang w punkcie 1.4.5. Stosowano
stezenia komplementarnych oligonukleotydow rowne 10 uM i czas oddziatywania wynoszacy
60 minut. Ilos¢ DNA zgromadzonego na powierzchni elektrody ztotej (przed 1 po hybry-
dyzacji sond ssDNA z komplementarnymi fragmentami DNA) wyznaczano przy pomocy
pomiaréw chronokulometrycznych (procedura wedtug punktu 1.3.4.). Wyniki przepro-

wadzonych oznaczen zestawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Ladunek redukcji wskaznika RuHex zaadsorbowanego na powierzchni elektrody
zlotej zmodyfikowanej warstwa sond ssDNA i MCH, przed i po hybrydyzacji z 10 pM tDNA,
uzyskany w pomiarze CC przy rosnacym stezeniu RuHex.

Stezenie Qags RuHex Qags RuHex
RuHex przed hybrydyzacja Tlosé RSD | po hybrydyzacji Tlosé RSD
W roztworze ssDNA/MCH powtorzen | [%] dsDNA/MCH powtorzen | [%]

[mM] [nC] [nC]
0.05 0.005 10 52 - - -
0.10 0.010 10 43 - - -
0.30 0.025 9 61 - - -
0.50 0.034 8 27 - - -
0.75 0.059 10 48 0.103 10 40
1.00 0.058 10 41 0.111 10 46
1.50 0.064 10 44 0.109 10 40
2.00 0.060 10 50 0.111 10 30

Pomiary CC dla monowarstwy ssDNA/MCH zostaly wykonane w roztworach RuHex
w 10 mM buforze TRIS-HCI (pH 7.4) z iloscig wskaznika wzrastajaca od 0.05 mM
do 2.0 mM. Przy stezeniu rownym 0.75 mM warto$¢ ladunku Qags ustabilizowala si¢

— fragmenty DNA obecne w monowarstwie ulegly wysyceniu kompleksem Ru(NHz)s "
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Z kolei pomiary chronokulometryczne po procesie hybrydyzacji przeprowadzono w zakresie
stezen wskaznika od 0.75 mM do 2.0 mM i wysycenie monowarstwy czasteczkami
kompleksu zaobserwowano przy wartosci 1.0 mM RuHex (rys. 37).

0.12+
011_- | | n | |
0.10 1
0.09 1
0.08
0.07 -
0.06 - . .
0.05-
0.04 -
0.03
0.02
0.01- .

0.00 T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0

Stezenie RuHex w roztworze [mM]

tadunek zakumulowanego RuHex [uC]

Rysunek 37. Ladunek wskaznika RuHex zakumulowanego na elektrodzie zmodyfikowanej
sSDNA i MCH (pomiar CC przy réznych stezeniach RuHex w roztworze) przed (m) i po (m)
hybrydyzacji z tDNA.

Na podstawie wyznaczonych tadunkéw Q.gs zakumulowanego RuHex przed i po oddzia-
tywaniu sond z docelowymi fragmentami DNA (zaznaczone w tabeli 9 na niebiesko) zostala
obliczona ilo$¢ czasteczek kwasow deoksyrybonukleinowych na powierzchni elektrody zlote;.
W wyniku przeprowadzonej reakcji hybrydyzacji ilo§¢ DNA w warstwie detekcyjnej
biosensora zwigkszyla si¢ prawie dwukrotnie:

— przed interakcja sond z komplementarnymi tOligo wynosita 8.62 x 10 czasteczek/cm®

(n =10, RSD = 48%),

—  po procesie hybrydyzacji wrosta do 16.21 x 10*! czasteczek/cm® (n = 10, RSD = 46%).
Stosunkowo wysokie wartosci RSD sg rezultatem polaczenia powtarzalnosci wynikow
czastkowych pomiaréw CC przeprowadzanych w celu uzyskania koncowej wartosci fadunku
Qads zaadsorbowanego wskaznika RuHex (punkt 1.3.4.).

Wykonane pomiary CC dostarczyly dowodu na to, iz proces hybrydyzacji sond ssDNA
z komplementarnymi fragmentami tOligo spowodowat prawie dwukrotny wzrost ilosci DNA
w warstwie detekcyjnej biosensora. Chronokulometryczne oznaczenie gestosci powierzchnio-

wej DNA na elektrodach ztotych wykorzystat takze J.J. Gooding w celu zbadania kinetyki
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procesu hybrydyzacji [159]. W tym przypadku uzyskane wartosci iloSci DNA na powierzchni
elektrody zlotej okazaly si¢ bardziej wiarygodne niz poréwnywane oznaczenia pi€zo-

elektryczne z zastosowaniem zlotych dyskow QCM.

W celu sprawdzenia formy DNA zgromadzonego na powierzchni elektrody zlotej
po 15-minutowym oddziatywaniu sond ssSDNA z komplementarnymi fragmentami DNA,
przeprowadzone zostaly pomiary z wykorzystaniem woltamperometrii fali prostokatnej
z uzyciem elektroaktywnego wskaznika — bigkitu metylenowego (zgodnie z procedura 1.3.5.).
Czasteczki MB wykazuja wigksze powinowactwo wzgledem jednoniciowego DNA (sond
ssDNA) niz w stosunku do dwuniciowych fragmentéw kwasoéw nukleinowych. Utworzenie
na powierzchni elektrody ztotej dupleksow DNA skutkowaloby obnizeniem ilo$ci wskaznika
w warstwie detekcyjnej biosensora i tym samym zmniejszeniem natg¢zenia pradu w reakcji

redoks wspomnianych czasteczek [209,232].

1.2 4
1.0 4
<
= 084
=}
el
o
S 0.6
Q0
c
N 044
<&
©
z
0.2 4
0.0 1
-0.2 T T T T T T T T T T 1
0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 0.1
Potencjat [V]

Rysunek 38. Krzywe woltamperometryczne (SWV) reakcji wskaznika MB zakumulowanego
na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej monowarstwa ssDNA/MCH przed ( )
i po oddzialywaniu ( ) z 10 pM tDNA przez 15 minut.

Sygnat woltamperometryczny (SWV) biekitu metylenowego zakumulowanego
w warstwie detekcyjnej biosensora DNA przed oddziatywaniem z komplementarnymi tOligo
wynosit 1.12 pA (n = 5, RSD = 14%). W wyniku reakcji hybrydyzacji sond ssDNA
z docelowymi fragmentami DNA odpowiedz wskaznika ulegla obnizeniu do poziomu

0.83 A (n = 9, RSD = 20%) (rys. 38). Slabszy sygnal wskaznika (zwigzany z mniejszym
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stopniem akumulacji MB) byt wynikiem formowania si¢ w warstwie detekcyjnej biosensora
dwuniciowych czasteczek DNA — wzgledem ktorych biekit metylenowy posiada mniejsze
powinowactwo. Podobne relacje byly obserwowane w szeregu innych procesow detekcji
specyficznych fragmentow DNA, gdzie MB byt stosowany jako elektroaktywny wskaznik
reakcji hybrydyzacji [203,209,213,257,258].

2.4.2. Wplyw czasu reakcji na wydajnosé hybrydyzacji

Nie zmieniajgc ilosci tOligo w mieszaninie reakcyjnej (10 uM) sprawdzony zostat wpltyw
czasu oddzialywania sondy SSDNA z komplementarnymi fragmentami DNA na wydajnosé
procesu hybrydyzacji. Reakcj¢ przeprowadzono zgodnie z wytycznymi zawartymi w punkcie
1.4.5. niniejszej pracy W pierwszej kolejnosci przeprowadzone zostaly pomiary CC ilosci
DNA zgromadzonego na powierzchni elektrody pracujgcej (wedlug procedury z punktu
1.3.4.) (tabela 10).

Tabela 10. Ladunek redukcji wskaznika RuHex, jego ilo$¢ oraz stezenie powierzchniowe DNA
zaadsorbowanego na powierzchni elektrody zlotej zmodyfikowanej warstwa sondy ssDNA
i MCH, przed i po oddzialywaniu z tDNA przez czas 5, 15, 30 i 60 minut, uzyskany w pomiarze
CC przy rosnacym stezeniu RuHex.

ﬁ;grsytg;vzzrliﬁ Qaas RuHex T Rubex ) Tona ) Liqzbzfl RSD
[min] [uC] [mol/cm?] [czast./cm] pomiarow [%6]
Brak 0.059 9.54 x 10™ 8.62 x 10" 10 41
5 0.093 15.04x 10™ | 13.58 x 10" 8 41
15 0.109 17.62x10% | 15.92x 10" 8 27
30 0.106 17.14x10™ | 15.48x 10" 8 26
60 0.111 17.95x 10™ | 16.21 x 10" 10 46

Chronokulometryczne pomiary tadunku Qg wskaznika RuHex zakumulowanego

w warstwie detekcyjnej biosensora wykazaly, iz 15-minutowy czas oddziatywania sond
ssDNA z komplementarnymi fragmentami DNA wystarczal do uzyskania maksymalnej
wydajnosci wigzania tOligo na powierzchni elektrody (zaznaczone w tabeli 10 na niebiesko).

Po tym okresie trwania reakcji hybrydyzacji ilo$¢ fragmentow DNA w warstwie detekcyjne;]

Strona 124



biosensora wzrosta z 8.62 x 10™ czasteczek/cm? (n = 10, RSD = 41%) do wartosci
15.92 x 10" (n = 8, RSD = 27%). Dalsze wydluzanie czasu interakcji sond ssDNA
z komplementarnymi fragmentami kwaséw nukleinowych nie powodowato istotnego
zwigkszania gestosci powierzchniowej DNA na elektrodzie zlote;.

Pomiary woltamperometryczne (SWV) sygnatu wskaznika MB (wykonane wedlug opisu
z punktu 1.4.5.) przeprowadzone przed i po réznym czasie hybryzacji sond ssDNA
z docelowymi fragmentami DNA doprowadzity do uzyskania podobnych rezultatow (tabela
11). Oddziatywanie sond z tOligo powodowalo obniZzenie stopnia akumulacji bigkitu
metylenowego w warstwie detekcyjnej biosensora. W przypadku 15-minutowego czasu
trwania reakcji, sygnat wskaznika uzyskat najnizsza warto$¢ (w tabeli 11 — pola zaznaczone
na niebiesko). Krotszy czas hybrydyzacji powodowat co prawda podobny spadek sygnatu
biekitu metylenowego, ale powtarzalno$¢ uzyskanych wynikow woltamperometrycznej
detekcji dsSDNA byla znaczaco mniejsza. Z kolei wydtuzenie czasu oddziatywania sond
SSDNA z czasteczkami tOligo wywotywalo niespecyficzne wigzanie si¢ fragmentow kwasow
nukleinowych na powierzchni elektrody pracujacej. Takie zjawisko bylo szczegolnie
zauwazalne w przypadku wzrostu sygnatu MB uzyskanego po godzinnej reakcji hybrydyzacji

w warstwie detekcyjnej biosensora.

Tabela 11. Natezenia pradu w pomiarach SWV wskaznika MB zakumulowanego na elektrodach
zlotych zmodyfikowanych monowarstwa ssDNA/MCH oraz po oddzialywaniu z tDNA przez czas
5, 15, 30 i 60 minut.

hyb?;(?;;;ﬁ?r}ﬁ]in] Nategzenie pradu redoks MB [pA] pol_ril(;zzltr)(?w T;)Ii)
Brak 1.12 5 14

5 0.86 9 43

15 0.83 9 20

30 0.86 5 35

60 0.97 5 28

Na podstawie przeprowadzonych oznaczen ilosci i formy kwasow nukleinowych
zgromadzonych na powierzchni elektrody zlotej po reakcji hybrydyzacji ustalono,
ze dla danej warstwy detekcyjnej 15 minut stanowito optymalny czas oddziatywania sond

sSDNA z komplementarnymi fragmentami DNA. Z tego wzgledu dalsze badania z uzyciem
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konstruowanego biosensora przeprowadzano stosujgc 15-minutowy czas trwania reakcji
hybrydyzacji.

W przypadku innych opisanych w literaturze elektrochemicznych uktadow biodetekcji
specyficznych fragmentow DNA, czas oddzialywania sond z docelowymi odcinkami kwasow
nukleinowych byl bardzo zrdéznicowany. Przyktadowo w badaniach przeprowadzonych
przez Z.L. Zhi [217] oraz S. Peeters’a [208] i ich wspotpracownikow proces hybrydyzacji
trwal tylko 10 minut. Z kolei w badaniach zrealizowanych przez N. Zhu [213] czy X.H. Lin
[258] i ich wspolpracownikow proces interakcji sond sSDNA z docelowymi fragmentami
DNA zajat 30 minut. Godzing czasu na hybrydyzacj¢ z komplementarnym tDNA
w swoich ukladach biodetekcji przeznaczali A.B. Steel [157], Y.S. Choi [216] oraz

O.Y.F. Henry [206] wraz ze swoimi wspolpracownikami.

2.4.3. Odpowiedz systemu detekcji hybrydyzacji na zmiane stezenia docelowego DNA

Kolejnym etapem badan nad funkcjonowaniem opracowanego systemu detekcji
hybrydyzacji bylo sprawdzenie wplywu ilosci komplementarnych fragmentéw kwasow
nukleinowych w mieszaninie hybrydyzacyjnej na odpowiedz konstruowanego biosensora.
Elektrody zlote zmodyfikowane monowarstwa SAM zawierajacg sondy ssDNA 1 czgsteczki
MCH umieszczono na 15 minut w buforze hybrydyzacyjnym zawierajgcym rdzng ilo$¢
komplementarnych tOligo (zgodnie z procedurg z punktu 1.4.5.). Warstwa detekcyjna
biosensora przed i po badanej interakcji poddana byla pomiarom chronokulometrycznym
(wg procedury z punktu 1.3.4.) zmierzajacym do ustalenia iloSci DNA na powierzchni

elektrody ztotej. Wyniki przeprowadzonych oznaczen zestawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Ladunek redukcji wskaznika RuHex, jego ilo$¢ oraz stezenie powierzchniowe DNA
zaadsorbowanego na powierzchni elektrody zlotej zmodyfikowanej warstwa sondy ssDNA
i MCH, przed oraz po oddzialywaniu z 5 i 10 pM tDNA, uzyskany w pomiarze CC przy
rosnacym stezeniu RuHex.

Stezenie Qaas RuHex I Rukex T'ona Liczba RSD
tDNA [mM] [uC] [mol/cm?] [czast./cm’] pomiardw [%]
Brak 0.059 9.54 x 10™ 8.62 x 10" 10 41
5 0.080 12.94x10™ | 11.68 x 10" 8 41
10 0.109 17.62x10™ | 15.92 x 10" 8 27
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llos¢ sond ssDNA w warstwie detekcyjnej biosensora przed procesem hybrydyzacji
wynosila 8.62 x 10" czasteczek w przeliczeniu na 1 cm® powierzchni elektrody pracujace;.
Oddziatywanie sond z komplementarnymi fragmentami tOligo w stezeniu 5 pM
spowodowato wzrost iloci czasteczek DNA w warstwie detekeyjnej do poziomu 11.68 x 10*
na 1 cm? elektrody zlotej. Z kolei zwigkszenie stezenia tOligo w mieszaninie hybrydyzacyjnej
do wartosci 10 puM skutkowalo odnotowaniem proporcjonalnie wyzszej gestosci
powierzchniowej DNA, ktora byta rowna 15.92 x 10*! czasteczek na 1 cm? przetwornika.
Przeprowadzone oznaczenia CC wskazywaly, 1z wzrost stezenia komplementarnych
fragmentéw kwasow nukleinowych w mieszaninie hybrydyzacyjnej powodowat
proporcjonalne zwickszenie ilosci DNA unieruchomionego w warstwie detekcyjnej
biosensora po interakcji sond ssDNA z tOligo.

Dla wyzej opisanej relacji przeprowadzone zostaly pomiary woltamperometrycznej
odpowiedzi wskaznika MB zakumulowanego w warstwie detekcyjnej biosensora przed
i po reakcji hybrydyzacji (wg procedury opisanej w punkcie 1.3.5.). Wyniki oznaczenia

zestawiono w tabeli 13.

Tabela 13. Natezenie pradu w pomiarach SWV wskaznika MB zakumulowanego na elektrodach
Zlotych zmodyfikowanych monowarstwa ssDNA/MCH przed oraz po oddzialywaniu z 1, 5
i 10 pM tDNA.

Stezenie tDNA [uM] Natezenie pradu redoks MB [nA] pOLIL(’;z?ZW T(;)?
Brak 1.12 5 28
1 0.98 5 17
5 0.92 5 18
10 0.83 5 20

Sygnat bigkitu metylenowego zakumulowanego w warstwie detekcyjnej biosensora
wyniost 1.12 pA. Zwigkszajac stezenie komplementarnych fragmentéw tOligo w mieszaninie
hybrydyzacyjnej uzyskano stopniowo zmniejszajacy si¢ stopien akumulacji MB
na powierzchni elektrody pracujacej. Jednoczesnie obserwowana byla coraz nizsza wartos¢
sygnatu woltamperometrycznego (SWV) wskaznika (rys. 39). Dla najnizszego stezenia tDNA
(rownego 1 uM) natezenie pradu z reakcji redoks MB wynosito 0.98 pA. Kolejno dla coraz
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wickszych ilosci komplementarnych fragmentow DNA (5 puM i 10 uM) odpowiedz
elektroaktywnego wskaznika ulegata obnizeniu odpowiednio do wartosci 0.92 pA i 0.83 pA.
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Rysunek 39. Krzywe woltamperometryczne (SWV) reakcji wskaznika MB zakumulowanego
na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej monowarstwg ssDNA/MCH przed ( ) i po oddzialy-
waniu z 1 pM ( ), 5 uM ( )i 10 pM ( ) tDNA.

W celu tatwiejszej interpretacji zalezno$ci sygnalu zakumulowanego MB od stezenia
komplementarnych tOligo w mieszaninie hybrydyzacyjnej, obliczona zostala rdznica
migdzy odpowiedzig analityczng wskaznika uzyskang przed reakcja hybrydyzacji
1 po oddzialywaniu sond ssDNA z okres$long iloscig tDNA (rys. 40). Zaobserwowana zostalta
liniowa zalezno$¢ migdzy zastosowanym stezeniem tOligo a wartos$cig spadku sygnatu
woltamperometrycznego biekitu metylenowego. Wspotczynnik regresji liniowej r dla tej
relacji osiggnat warto$¢ 0.995. Wraz ze zwigkszaniem ilosci tOligo w mieszaninie reakcyjnej
na powierzchni elektrody zlotej formowata si¢ coraz wigksza ilos¢ dwuniciowego DNA,
a to z kolei skutkowato nizszym stopniem akumulacji wskaznika i jego stabsza odpowiedzia
w pomiarach woltamperometrycznych (SWV).

Podobna liniowa zalezno$¢ pomiedzy stezeniem tOligo w mieszaninie reakcyjnej
a stopniem obnizenia sygnalu MB po procesie hybrydyzacji w warstwie detekcyjnej
biosensora zaprezentowali w swoich badaniach miedzy innymi N. Zhu [213], D. Ozkan [257]
oraz X.H. Lin [258].
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Rysunek 40. Spadek wysokos$ci sygnalu wskaznika MB przy wzro$cie stezenia tDNA w miesza-
ninie reakcyjnej.

Mimo iz blekit metylenowy jest powszechnie stosowanym wskaznikiem hybrydyzaciji,
to zdaniem czesci autorOw publikacji dotyczacych konstruowania biosensoréw DNA
jego wykorzystanie w warstwach detekcyjnych opartych o mieszane struktury
ssDN A/merkaptoalkohol moze stwarza¢ pewne problemy — podobnie jak w przypadku innych
kationowych interkalatorow [160]. Przeptyw elektronéw z reakcji redoks wspomnianych
zwigzkow przez warstw¢ DNA do powierzchni elektrody moze by¢ zaktocony
przez niespecyficzng adsorpcje czasteczek wskaznika zaré6wno na ujemnie naladowanym
fosforanowym szkielecie kwaséw nukleinowych [147,263], jak i na koncowych grupach
hydroksylowych wypetniacza [246,264]. W zwigzku z powyzszymi przestankami i nieco
utrudniong interpretacja rezultatow hybrydyzacji DNA na podstawie stopnia akumulacji
bigkitu metylenowego (odwrocona zalezno$¢), podjeta zostala proba wykorzystania
w konstruowanym biosensorze jednego z tak zwanych zewngtrznych wskaznikow
hybrydyzacji DNA — barwnika bis-benzoimidowego Hoechst 33258. Zwiagzek ten wykazuje
wigksze powinowactwo wzgledem dwuniciowego DNA wigzac si¢ z jego czasteczkami
poprzez oddziatywania w mniejszym rowku.

Pomiary woltamperometryczne (SWV) wskaznika Hoechst 33258 zgromadzonego
w warstwie detekcyjnej biosensora przed i po oddzialywaniu sond ssDNA z komple-
mentarnymi tOligo (r6zne stezenia) przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w punkcie

1.3.6. niniejszej pracy. Reakcja hybrydyzacji na powierzchni elektrod zlotych
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zmodyfikowanych monowarstwa ssDNA/MCH przebiegala wedlug wytycznych zawartych
w punkcie 1.4.5. Uzyskane wyniki pomiar6w woltamperometrycznych zakumulowanego

wskaznika Hoechst 33258 przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Natezenie pradu w pomiarach SWV wskaznika Hoechst 33258 zakumulowanego
na elektrodach zlotych zmodyfikowanych monowarstwa ssDNA/MCH przed oraz po
oddzialywaniu z 1pM, 3 pM, S pM, 7.5 pM, 10 pM oraz 15 pM tDNA.

Stezenie tDNA [uM] Natezenie pradu E(:K)]lm Hoechst 33258 polﬁzlragw TO%)
Brak 2.57 4 17
1 3.49 3 16
3 4.36 3 17
5 5.02 3 2
7.5 6.22 3 11
10 7.68 3 10
15 7.70 3 8

Sygnat wskaznika Hoechst 33258 zwigzanego niespecyficznie w warstwie detekcyjnej
biosensora (przed procesem hybrydyzacji) wyniést 2.57 pA (n = 4, RSD = 17%).
Oddziatywanie sond ssDNA z komplementarnymi fragmentami DNA obecnymi
w mieszaninie hybrydyzacyjnej w coraz to wigkszym stezeniu powodowalo sukcesywne
zwigkszanie si¢ ilosci dwuniciowego DNA na powierzchni elektrody, co bylo obserwowane
poprzez wzrost stopnia akumulacji (i jednocze$nie sygnatu SWV) wskaznika Hoechst 33258
(rys. 41). Wspomniana tendencja utrzymywata si¢ w zakresie stezen tOligo od 1 uM
do 10 puM i miata charakter liniowy (rys. 42). Dla ilosci tOligo w mieszaninie
hybrydyzacyjnej powyzej 10 pM sygnat wskaznika Hoechst 33258 ulegat stabilizacji,
co wigzalo si¢ prawdopodobnie z wykorzystaniem wigkszosci dostepnych sond ssDNA

w warstwie detekcyjnej biosensora przez komplementarne fragmenty kwasow nukleinowych.
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Rysunek 41. Krzywe woltamperometryczne (SWV) reakcji wskaznika Hoechst 33258
zakumulowanego na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej monowarstwg ssDNA/MCH
przed ( ) i po oddzialywaniu z 1 pM ( ), 3 uM ( ), 5 uM ( ) 7.5 uM (——),
10 pM ( )il5 uM ( ) tDNA.

Przedstawiona na rysunku 42 zalezno$¢ sygnalu Hoechst 33258 od st¢zenia tOligo
w mieszaninie hybrydyzacyjnej w zakresie od 1 uM do 10 puM miata charakter liniowy.

Wyznaczony dla tej relacji wspotczynnik regresji liniowej r uzyskat warto$¢ 0.995.

Natezenie pradu w reakcji redoks
wskaznika Hoechst 33258 [uA]

0 1yM  3uyM  5uM  75pM 10pM 15uM
Stezenie tDNA

Rysunek 42. Zalezno$¢ natezenia pradu w reakcji wskaznika Hoechst 33258 zakumulowanego
na elektrodzie po reakcji hybrydyzacji od stezenia tDNA w mieszaninie reakcyjnej.
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Praca ukladu detekcyjnego biosensora zostala pozytywnie zweryfikowana w zakresie
stezen od 1 uM do 10 puM komplementarnych fragmentéw tOligo obecnych w badanej
mieszaninie hybrydyzacyjnej. Ilos¢ DNA zakumulowanego na powierzchni elektrod ztotych
zwickszata si¢ proporcjonalnie do stezenia tOligo oddzialujacych z sondami SSDNA
w warstwie detekcyjnej urzadzenia. Sygnal biosensora wyrazony woltamperometryczng
odpowiedzia wskaznika MB lub Hoechst 33258 odzwierciedlat skalg formowania si¢
dupleksow DNA na elektrodzie pracujacej, ktora z kolei byla potaczona wyrazng relacja
z iloscig wprowadzonego do mieszaniny hybrydyzacyjnej komplementarnego DNA.

Przedstawiony zakres stezen tOligo, w jakim pracowal konstruowany biosensor
jest zblizony do ilosci komplementarnego DNA stosowanej przy opracowywaniu podobnych
uktadow biodetekcji specyficznych fragmentow kwaséw nukleinowych. Przyktadowo, A.B.
Steel i wspolpracownicy badajac zalezno$¢ wydajnosci hybrydyzacji od gestosci
powierzchniowej sond w monowarstwie sSDNA/MCH na elektrodach ztotych stosowali 1 uM
roztwory fragmentow tDNA [157]. E.L.S. Wong i wspolpracownicy opracowali biosensor
do wykrywania hybrydyzacji DNA, ktory w systemie detekcji wykorzystywat dlugo-
dystansowy przeplyw elektronow przez warstwe DNA do wskaznika redoks (AQDS) [221].
Proces hybrydyzacji przeprowadzany byt w 4 uM roztworze komplementarnych fragmentow
DNA w buforze hybrydyzacyjnym (10 mM TRIS-HCI z dodatkiem 1M NacCl).
Z kolei G.D. McEwen i wspolpracownicy w konstrukcji elektrochemicznego biosensora DNA
(opartego na wskazniku Hoechst 33258) badang reakcje hybrydyzacji przeprowadzali w 1 uM
roztworze komplementarnych tDNA w buforze 2 x SSC (bufor cytrynianowy) [149].

2.4.4. Odpowiedz systemu detekcji hybrydyzacji na obecno$¢ niekomplementarnych
fragmentéow DNA

Opracowany system wykrywania hybrydyzacji w warstwie detekcyjnej biosensora
wykazat pozadany poziom czulo$ci wzgledem zmian st¢zenia komplementarnych fragmentow
DNA w mieszaninie reakcyjnej. W celu sprawdzenia specyficznosci przygotowanego ukfadu
przeprowadzone zostaly badania odpowiedzi systemu detekcji hybrydyzacji z uzyciem
niekomplementarnych fragmentow DNA (ntOligo).

W pierwszej kolejnosci sprawdzono, czy obecnos$¢ ntOligo w mieszaninie hybrydyza-
cyjnej wplywa na ilos¢ DNA zgromadzonego na powierzchni elektrody zlotej.
W oznaczeniach wykorzystano procedur¢ pomiarow chronokulometrycznych opisang

w punkcie 1.3.4. Przygotowana warstwa detekcyjna biosensora zostala poddana dziataniu
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komplementarnych i niekomplementarnych fragmentow kwasow nukleinowych zgodnie
z procedurg przedstawiong w punkcie 1.4.5. stosujac 10uM roztwory tOligo lub ntOligo

w buforze hybrydyzacyjnym. Wyniki oznaczen CC przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Ladunek redukcji wskaznika RuHex, jego ilos¢ oraz stezenie powierzchniowe DNA
zaadsorbowanych na powierzchni elektrody zlotej zmodyfikowanej warstwa sondy ssDNA
i MCH, przed oraz po oddzialywaniu z 10 pM tDNA lub ntDNA, uzyskany w pomiarze CC
przy rosnacym stezeniu RuHex.

Ste;Zenie Qads RuHex T 'RuHex I'ona Liczba RSD
tDNA [mM] [uC] [mol/cm?] [czast./cm?’] pomiaréw [%0]
Brak 0.059 9.54 x 10 8.62 x 10™ 10 41
10 uM tDNA 0.109 17.62x 10" | 15.92x 10™ 8 27
10 uM ntDNA 0.080 12.94x 10™ | 11.68 x 10" 8 45

Gestos¢ powierzchniowa sond sSDNA w warstwie detekcyjnej biosensora wynosita
8.62 x 10" czasteczek w przeliczeniu na 1 cm? powierzchni elektrochemicznego
przetwornika. W wyniku hybrydyzacji z komplementarnymi tOligo ilos¢ DNA na elektrodzie
pracujacej zwickszyla si¢ prawie dwukrotnie do poziomu 15.92 x 10 czqsteczki/cmz.
Oddziatywanie sond ssDNA z nickomplementarnymi ntOligo spowodowalo tylko cz¢$ciowa
niespecyficzng adsorpcje fragmentow DNA w warstwie detekcyjnej biosensora. W wyniku
tej interakcji ilos¢ DNA zgromadzonego na powierzchni elektrody zlotej zwickszyla sig
do wartosci 11.68 x 10 czasteczek/cm®. Chronokulometryczne pomiary gestosci
powierzchniowej fragmentow kwasow nukleinowych unieruchomionych w  warstwie
detekcyjnej biosensora pozwolily na wyrazne rozroznienie rezultatow oddzialywania sond
sSDNA z komplementarnymi i niekomplementarnymi fragmentami DNA.

Oddzialywanie warstwy detekcyjnej biosensora z czasteczkami ntOligo zostalo takze
sprawdzone poprzez woltamperometryczne pomiary elektroaktywnych wskaznikow (MB
oraz Hoechst 33258) zakumulowanych na powierzchni elektrody zlotej przed i po interakcji
sond ssDNA odpowiednio z roztworem tOligo lub ntOligo — zgodnie z procedurami
opisanymi w punktach 1.3.5., 1.3.6. oraz 1.4.5. cze¢sci doswiadczalnej niniejszej pracy.

Sygnat biekitu metylenowego zaadsorbowanego na powierzchni elektrody zlotej
przed badanym oddzialywaniem wynosit 1.12 pA (n = 5, RSD = 28%). Hybrydyzacja sond

sSDNA z komplementarnymi fragmentami tOligo (10 puM) skutecznie obnizyla warto$¢
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odpowiedzi redoks MB do poziomu 0.83 pA (n = 5, RSD = 20%). Oddziatywanie uktadu
detekcyjnego biosensora z niekomplementarnymi czgsteczkami ntOligo (10 pM) praktycznie
nie spowodowato zadnej reakcji biorgc pod uwage stopien akumulacji blekitu metylenowego
(rys. 43). Sygnat wskaznika ulegl nawet niewielkiemu wzrostowi w stosunku do wyniku
uzyskanego dla samej monowarstwy ssDNA/MCH i osiagnat wartos¢ 1.17 pA (n = 5,
RSD = 28%).

Niekomplementarne czasteczki ntOligo nie utworzyly z sondami ssDNA struktur
dwuniciowych (brak spadku odpowiedzi redoks MB). Niespecyficzne zwigzanie niewielkiej
ilosci ntOligo na powierzchni elektrody zlotej skutkowalo nieznacznym wzrostem sygnatu
dodatkowo zakumulowanego bigkitu metylenowego. Uklad detekcji hybrydyzacji oparty
na woltamperometrycznym pomiarze (SWV) wskaznika redoks MB okazat si¢ odporny

na wplyw niekomplementarnych fragmentow ntDNA w mieszaninie hybrydyzacyjne;j.
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Rysunek 43. Krzywe woltamperometryczne (SWV) reakcji wskaznika MB zakumulowanego
na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej monowarstwa ssDNA/MCH przed ( ) i po
oddzialywaniu z 10 pM tDNA ( ) lub ntDNA ).

System wykrywania hybrydyzacji oparty na pomiarze SWV sygnatu wskaznika Hoechst
33258 zostal takze poddany probie sprawdzenia reakcji wzglgdem wprowadzenia
do mieszaniny reakcyjnej fragmentow ntOligo. Woltamperometryczna odpowiedZ czasteczek
Hoechst 33258 zakumulowanych w monowarstwie sSDNA/MCH wyrazala si¢ natezeniem
pradu rownym 2.57 pA (n = 4, RSD = 17%). Hybrydyzacja sond ssDNA z tOligo (10 uM)
powodowala wzrost sygnatu wskaznika do wartosci 7.68 pA (n = 3, RSD = 10%). Natomiast
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interakcja warstwy detekcyjnej biosensora z niekomplementarnymi fragmentami ntDNA
(10 uM) skutkowata nieznacznym wzrostem stopnia akumulacji czasteczek Hoechst 33258
i zwigkszeniem odpowiedzi woltamperometrycznej (w poréwnaniu do wynikow pomiaréw
dla monowarstwy ssDNA/MCH) do wartosci 3.53 pA (n = 4, RSD = 19%). Zaobserwowane
niewielkie zwigkszenie Sygnatu wskaznika wynikalo najprawdopodobniej z niespecyficznego
zwigzania pewnej ilosci fragmentéw ntOligo 1/lub czasteczek Hoechst 33258
na powierzchni elektrody zlotej 1 nie wpltywalo znaczaco na prace warstwy detekcyjnej

biosensora (rys. 44).

Natezenie pradu [uA]
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Rysunek 44. Krzywe woltamperometryczne (SWV) reakcji wskaznika Hoechst 33258
zakumulowanego na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej monowarstwa ssDNA/MCH przed
( ) i po oddzialywaniu z 10 pM tDNA ( ) lub ntDNA ( ).

Opracowany uktad wykrywania hybrydyzacji okazat si¢ stosunkowo odporny
na obecno$¢ ntOligo w badanej mieszaninie hybrydyzacyjnej. Sygnaly analityczne
generowane przez skonstruowany system biodetekcji przy wprowadzeniu niekomple-
mentarnych fragmentéw DNA do warstwy detekcyjnej biosensora byty nieznacznie wyzsze
1 wigzaly si¢ gidéwnie z niespecyficzna adsorpcja (na niewielka skale) czasteczek ntOligo

i/lub elektroaktywnych wskaznikow hybrydyzacji.
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2.5. Wykrywanie Aeromonas hydrophila w wodzie pitnej

Skonstruowany biosensor zostal wykorzystany do wykrywania fragmentow kwasow
nukleinowych specyficznych dla genu aerolizyny A. hydrophila w DNA wyizolowanym
z komorek bakterii znajdujacych si¢ w probkach wody pitnej. Woda jest naturalnym
srodowiskiem bytowania wykrywanego mikroorganizmu patogennego. Najczesciej stanowi
ona réwniez nos$nik, za pomocg ktorego ten drobnoustrdj przemieszcza si¢ oraz powoduje
zanieczyszczenie roznego rodzaju produktow spozywczych (punkt 1.3. czg$ci literaturowe;
niniejszej pracy).

Izolacje kwasow nukleinowych z komorek bakteryjnych przeprowadzono zgodnie
z procedurg opisang w punkcie 1.4.6. niniejszej pracy. W badaniu wykorzystano probki wody
pitnej, ktore zostaly zakazone zywymi kulturami bakteryjnymi. Warstwa detekcyjna
biosensora skladajagca si¢ z sond ssDNA 1 czasteczek wypelniacza MCH zostala
przygotowana poprzez modyfikacje powierzchni elektrody zlotej — zgodnie z procedurg
przedstawiong w punkcie 1.4.4. Wykrywanie bakterii A. hydrophila polegato na detekcji
fragmentow kwasoéw nukleinowych specyficznych dla genu aerolizyny w ocenianych
probkach DNA. W oznaczeniach zastosowano pomiary SWV z uzyciem elektroaktywnych
wskaznikow MB oraz Hoechst 33258 — wedtug procedur opisanych w punktach 1.3.5. i 1.3.6.
Ze wzgledu na wyzszg efektywno$¢ woltamperometrycznej detekcji hybrydyzacji z uzyciem
elektroaktywnych wskaznikow zrezygnowano z chronokulometrycznego wyznaczania
gestoSci  powierzchniowej DNA w warstwie detekcyjnej biosensora. Hybrydyzacje
wyizolowanego z komorek bakteryjnych DNA z sondami ssDNA przeprowadzono wedhug
opisu zamieszczonego w punkcie 1.4.5. W oznaczeniach referencyjnych wykorzystano probki

DNA wyizolowane z wody zakazonej bakteriami Propionibacterium spp.

2.5.1. Detekcja z uzyciem wskaznika bl¢kitu metylenowego

W pierwsze] kolejnosci przeprowadzona zostala detekcja bakterii A. hydrophila
przy pomocy pomiardw woltamperometrycznych z uzyciem wskaznika bigkitu
metylenowego. Z probek wody pitnej zaszczepionych zywymi kulturami bakterii
po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 30°C wyizolowano DNA, ktoére nastepnie poddano
procesowi amplifikacji korzystajac z techniki reakcji PCR — zgodnie z opisem w punkcie

1.4.6. Amplifikacja docelowych fragmentéw DNA byla konieczna ze wzgledu na nizsza
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czulo§¢ systemu detekcji hybrydyzacji opartego na wskazniku redoks MB. Wyniki

przeprowadzonych oznaczen woltamperometrycznych (SWV) zestawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Sygnal MB otrzymany w pomiarach woltemperometrycznych (SWV) dla DNA
wyizolowanego z prébek zaszczepionych A. hydrophila i Propionibacterium spp.

Oddziatywanie z SSDNA/MCH/AUE Sygnat MB [pA] [lo$¢ powtorzen RSD [%)]
brak 1.12 5 14
DNA wyizolowane z probek 0.78 5 8
zawierajacych A. hydrophila '
DNA wyizolowane z probek 195 5 21

zawierajgcych Propionibacterium spp.

Odpowiedz analityczna wskaznika biekitu metylenowego uzyskana dla monowarstwy
SSDNA/MCH przed interakcjg z badanym DNA byta rowna 1.12 pA (n = 5, RSD = 14%).
Oddzialywanie warstwy detekcyjnej biosensora z DNA wyizolowanym z proébek wody
skazonej bakteriami A. hydrophila (w ilosci 2.5 pg na cm® mieszaniny hybrydyzacyjnej)
spowodowato spadek sygnalu MB w pomiarach woltamperometrycznych do poziomu
0.78 uA (n = 5, RSD = 8%). Obecne w mieszaninie reakcyjnej docelowe fragmenty DNA
utworzyly z unieruchomionymi na powierzchni elektrody pracujacej sondami ssDNA
dwuniciowe struktury kwaséw nukleinowych, co spowodowalo wyrazne obnizenie stopnia
akumulacji btekitu metylenowego (rys. 45).

Oznaczenia referencyjne, w ktorych wykorzystane zostatlo DNA wyizolowane z probek
skazonych bakteriami Propionibacterium spp. (takze poddane procesowi amplifikacji)
nie przyniosty spadku odpowiedzi analitycznej wskaznika redoks (w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi dla monowarstwy ssDNA/MCH). Interakcja warstwy detekcyjnej biosensora
z ntDNA (w ilosci 4.0 pg/em®) spowodowala nieznaczny wzrost sygnatu biekitu
metylenowego do wartosci 1.25 pA (n = 5, RSD = 21%), co bylo najprawdopodobniej
rezultatem niewielkiej niespecyficznej adsorpcji ntDNA na powierzchni elektrody zlotej
(rys. 45).

Uzyskana réznica pomigdzy sygnatem MB zakumulowanym na elektrodzie pracujace;j
po oddziatywaniu z DNA wyizolowanym z probek zaszczepionych A. hydrophila i po oddzia-
tywaniu z DNA pochodzacym z probek zawierajacych bakterie z rodzaju Propionibacterium
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wskazuje na skuteczno$¢ dzialania opracowanego systemu biodetekcji poszukiwanego

mikroorganizmu patogennego [162].
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Rysunek 45. Krzywe woltamperometryczne (SWV) reakcji wskaznika MB zakumulowanego
na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej monowarstwg ssSDNA/MCH przed ( ) i po oddzialy-
waniu z DNA wyizolowanym z prébek zawierajacych A. hydrophila (poddanym reakcji PCR)
( ) i Propionibacterium spp. ( ).

2.5.2. Detekcja z uzyciem wskaznika Hoechst 33258

Opracowany system biodetekcji specyficznych fragmentow kwaséw nukleinowych
polaczony z woltamperometrycznym pomiarem sygnatu wskaznika Hoechst 33258
zostal wykorzystany do analizy probek wody pitnej skazonej bakteriami A. hydrophila
i referencyjnymi mikroorganizmami z rodzaju Propionibacterium spp. Wyizolowane
z komorek bakteryjnych DNA zostalo poddane amplifikacji zgodnie z opisem zawartym
w punkcie 1.4.6. niniejszej pracy. Wyniki detekcji fragmentdéw DNA specyficznych dla genu
aerolizyny A. hydrophila zestawiono w tabeli 17.

Niespecyficzna  akumulacja  czasteczek  Hoechst 33258 na  powierzchni
elektrochemicznego przetwornika powodowala, Zze dla elektrod zlotych zmodyfikowanych
monowarstwag ssSDNA/MCH uktad pomiarowy odnotowat sygnat wskaznika rowny 2.57 pA
(n = 4, RSD = 17%). Oddziatywanie biosensora z DNA wyizolowanym z probki wody

zaszczepionej bakteriami A. hydrophila (przy stezeniu réwnym 2.5 pg/cm®) prowadzilo
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do zwickszenia stopnia akumulacji czasteczek Hoechst 33258 w warstwie detekcyjnej

urzadzenia.

Tabela 17. Sygnal Hoechst 33258 otrzymany w pomiarach woltamperometrycznych (SWV)
dla DNA wyizolowanego z probek zawierajacych A. hydrophila oraz Propionibacterium spp.

Oddziatywanie z ssDNA/MCH/AuE | Sygnat Hoechst 33258 [uA] | Ilo$¢ powtorzen | RSD [%]

brak 2.57 4 17
DNA wyizolowane z probek 5 86 3 7
zawierajacych A. hydrophila '
DNA wyizolowane z probek 392 4 28

zawierajgcych Propionibacterium spp.

Obecne w badanym roztworze docelowe fragmenty DNA (specyficzne dla genu
aerolizyny) utworzyly z sodnami SSDNA dwuniciowe struktury kwasoéw nukleinowych,
ktore unieruchomione na powierzchni elektrody zlotej wywotaly wyzsza odpowiedz
woltamperometryczng (SWV) wskaznika (rys. 46). Warto$¢ nat¢zenia pragdu zmierzona
dla reakcji redoks zakumulowanego Hoechst 33258 wyniosta 5.86 pnA (n = 3, RSD = 7%).
Opracowany biosensor pozwolit na wyrazng i wysoce powtarzalng detekcje fragmentow DNA
specyficznych dla bakterii A. hydrophila w badanej probce wody.

W przypadku oddzialywania opracowanego ukladu biodetekcji z DNA wyizolowanym
z referencyjnej probki wody pitnej (skazonej bakteriami z rodzaju Propionibacterium spp.),
odpowiedz wskaznika byla znaczaco nizsza i zblizona do wyniku uzyskanego dla elektrod
zlotych zmodyfikowanych monowarstwa ssDNA/MCH (rys. 46). Niekomplementarne
fragmenty DNA (stezenic 4.0 pg/cm®) spowodowaly tylko nieznaczny wzrost ilosci
wskaznika zakumulowanego na powierzchni elektrody pracujacej, co znalazio
swoje odzwierciedlenie w uzyskanej wartosci woltamperometrycznej odpowiedzi Hoechst
33258 rownej 3.22 pA (n = 4, RSD = 28%).

Wykorzystujac skonstruowany biosensor do badania DNA wyizolowanego ze skazonej
mikrobiologicznie wody (poddanego amplifikacji technikag PCR) uzyskano prawie dwukrotnie
wyzszy sygnat wskaznika Hoechst 33258 dla probek zawierajacych docelowe fragmenty
kwasu nukleinowego niz dla mieszaniny referencyjnego DNA. W zwigzku z zaobserwowang

efektywnoscig oznaczenia A. hydrophila opracowany ukfad biodetekcji sprawdzono
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na nieamplifikowanym DNA wyizolowanym z wody zawierajacej poszukiwany

mikroorganizm.
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Rysunek 46. Krzywe woltamperometryczne (SWV) reakcji wskaznika Hoechst 33258
zakumulowanego na elektrodzie zlotej zmodyfikowanej monowarstwa ssDNA/MCH przed
( ) i po oddzialywaniu z DNA wyizolowanym z probek zawierajacych A. hydrophila
poddanym reakcji PCR ( ), nieamplifikowanym ( ) lub wyizolowanym z proébek
zaszczepionych Propionibacterium spp. ( ).

Pomiary woltamperometryczne (SWV) wskaznika zakumulowanego w warstwie
detekcyjnej biosensora po oddzialywaniu z nieamplifikowanym DNA pozwolilty na wykrycie
fragmentow kwasow nukleinowych specyficznych dla genu aerolizyny. Uzyskana
w tym przypadku odpowiedZz Hoechst 33258 — rowna 4.96 pA (n = 4, RSD = 12%)
— byla wyraznie wyzsza niz sygnal woltamperometryczny otrzymany w referencyjnych
oznaczeniach (rys. 46). Jednak skuteczno$¢ formowania dwuniciowego DNA (i tym samym
akumulacji czasteczek wskaznika) na powierzchni elektrody pracujacej okazala si¢ nizsza
niz w sytuacji zastosowania zabiegu amplifikacji fragmentow kwasow nukleinowych
specyficznych dla genu aerolizyny A. hydrophila.

W toku przeprowadzonych oznaczef uzyskano wyrazne rozroznienie wysokosci sygnatu
Hoechst 33258, ktory zostal unieruchomiony w warstwie detekcyjnej biosensora przed
i po oddzialywaniu z DNA wyizolowanym z badanych probek wody. Proces biodetekcji
(po przeprowadzonej reakcji PCR) wykonany dla produktu skazonego bakteriami
A. hydrophila zapewnil sygnal przewyzszajacy prawie dwukrotnie odpowiedz analityczng

uzyskang dla DNA wyizolowanego ze srodowiska zawierajacego bakterie Propionibacterium
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spp. W przypadku DNA wyizolowanego z probki zawierajacej A. hydrophila i nie poddanego
amplifikacji technika PCR — rezultat oznaczenia byt mniej efektywny, ale nadal wyraznie
réznicowat probki skazone poszukiwanym mikroorganizmem i wolne od niego (rys. 46).

W konfrontacji z innymi przedstawionymi w literaturze systemami biosensorowej
detekcji fragmentow DNA specyficznych dla mikroorganizméw patogennych opracowany
biosensor prezentuje si¢ co najmniej konkurencyjnie. Przyktadowo, piezoelektryczny uktad
opracowany przez S. Tombelli i wspotpracownikow [57] skutecznie wykrywat probki
zawierajace fragmenty DNA specyficzne dla A. hydrophila (wyizolowane z wody i innych
zrodel, poddane amplifikacji PCR). Jednak procedura przygotowania warstwy detekcyjnej
urzadzenia mogla stwarza¢ wiele komplikacji. Biosensor bowiem opieral si¢ na sondach
ssDNA zmodyfikowanych biotyna, powigzanych =z czasteczkami streptawidyny,
ktora z kolei byta unieruchomiona kowalencyjnie na tiolowo-dekstranowej monowarstwie
pokrywajacej ztota powierzchni¢ dysku mikrowagi kwarcowej. Czas przygotowania
tego typu uktadu biodetekcji wynosit okoto czterech dni.

Inny biosensor do wykrywania hybrydyzacji DNA, przeznaczony do detekcji
fragmentéw kwasow nukleinowych specyficznych dla toksynotworczych gatunkow z rodzaju
Aspergillus spp. (poddanych reakcji PCR), posiadat z kolei bardzo prosty w przygotowaniu
uklad detekcyjny [142]. Skomplikowany wydawat si¢ jednak sam system oceny skutecznos$ci
reakcji hybrydyzacji. W pierwszej kolejnosci docelowe fragmenty DNA byly elektro-
statycznie adsorbowane na powierzchni elektrody z pasty weglowej. Nastepnie unierucho-
miony tDNA oddzialywal z sondag ssDNA zmodyfikowang biotyng, ktoéra pdzniej wigzano
z czasteczkami fosfatazy alkalicznej polgczonej ze streptawidyng. Wspomnianny enzym
stuzyt do wzmocnienia procesu detekcji produktéw reakcji hybrydyzacji przeprowadzanej
na powierzchni elektrody z pasty weglowej.

Zblizong konstrukcyjnie do opracowanej w niniejszej pracy warstwe detekcyjna posiadat
biosensor przygotowany przez J. Berganza i wspotpracownikow [139], ktory wykorzystano
do elektrochemicznego wykrywania bakterii Escherichia coli 0157:H7. Na powierzchni
elektrody zlotej (pracujacej w mikrouktadzie elektrochemicznym z elektroda pomocniczg)
unieruchomione zostaly sondy ssDNA zmodyfikowane merkaptoalkilowym *tacznikiem
oraz czasteczki wypeliacza — merkaptoheksanolu. Detekcja hybrydyzacji polegata
na pomiarze woltamperometrycznym (CV) sygnalu wskaznika (heksacyjanozelazianu (III)
potasu), ktory wzrastal wraz ze zwigkszeniem ilosci tDNA w mieszaninie hybrydyzacyjnej.
Detekcja fragmentow kwasow nukleinowych specyficznych dla E. coli 0157:H7 w materiale

genetycznym wyizolowanym z komorek bakteryjnych (poddanym amplifikacji technikag PCR)
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przebiegata skutecznie nawet dla matych stezen tDNA (0.2 uM). Autorzy nie zaprezentowali
jednak zadnych wynikéw badan z uzyciem niekomplementarnego DNA wyizolowanego
z innych mikroorganizmow.

Przedstawiony w niniejszej pracy elektrochemiczny biosensor do wykrywania
hybrydyzacji DNA umozliwit detekcje fragmentéw kwaséw nukleinowych specyficznych
dla genu aerolizyny Aeromonas hydrophila w probkach DNA wyizolowanych z wody pitnej
zanieczyszczonej wspomnianym mikroorganizmem chorobotworczym. Przygotowanie
warstwy detekcyjnej urzadzenia — polegajace na utworzeniu na powierzchni elektrody zlote;j
samoorganizujgcej si¢ monowarstwy zbudowaniej z sond ssDNA 1 czasteczek MCH
— zajmuje okoto dwoch godzin. Oddziatywanie uktadu biodetekcji sensora z badanym DNA,
a nastepnie wykrywanie wynikéw reakcji hybrydyzacji trwa okolo 30 minut.
Cata procedura oznaczenia bakterii A. hydrophila w badanym produkcie (pofaczona
z przygotowaniem probki DNA) moze zosta¢ przeprowadzona w czasie okoto 7 godzin.
Skonstruowany w niniejszej pracy biosensor umozliwit wykrycie fragmentow DNA
specyficznych dla wybranego mikroorganizmu w ilosci 2.5 pg na 1 cm’ badanego roztworu
(n=3, RSD = 7%).
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3. Podsumowanie wynikéw badan

Glownym celem badan zrealizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byto
skonstruowanie, a nastgpnic wykorzystanie elektrochemicznego biosensora DNA
do wykrywania mikroflory patogennej w zywnosci. Opracowane urzadzenie stuzylo
do detekcji fragmentéw kwasow deoksyrybonukleinowych specyficznych dla genu aerolizyny
— toksyny wytwarzanej przez bakterie Aeromonas hydrophila. Drobnoustrdj ten zostat
wybrany jako modelowy mikroorganizm mogacy powszechnie wystgpowaé¢ w produktach
zywnos$ciowych 1 stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentéw. Prace przeprowadzone
w celu skonstruowania danego biosensora DNA mogg by¢ podzielone na cztery podstawowe

etapy badan (rys. 47).

I
Przygotowanie
powierzchni
elektrody ztotej

Zrodto: Opracowanie whasne.

Rysunek 47. Gléwne etapy zrealizowanych badan.

l. Przygotowanie powierzchni elektrody ztotej

W pierwszej kolejnos$ci podjeto czynno$ci zwigzane z wyborem 1 przygotowaniem
podstawowych elementow sktadowych konstruowanego biosensora DNA.

1. Stosujac narzedzia bioinformatyczne, takie jak program BLAST i kalkulator DNA
Sigma-Genosis, zostaly ~wybrane sekwencje jednoniciowych sond ssDNA
komplementarnych wzgledem docelowych fragmentow DNA (tDNA) specyficznych
dla genu aerolizyny A. hydrophila. Dwie sposrod wytypowanych sond ssDNA
przeznaczono do konstrukcji warstwy detekcyjnej biosensora. Dodatkowo opracowano
procedure aktywacji grupy tiolowej danych sond ssDNA zmodyfikowanych
alkanotiolowym 1acznikiem 1 sprawdzono ich czystos¢ przed immobilizacja
na powierzchni elektrody zlote;.

2. Przeprowadzono badania stopnia szorstkosci i powtarzalnos¢ powierzchni elektrody

zlotej otrzymywanej po zabiegach jej mechanicznego, fizycznego i/lub elektro-
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chemicznego przygotowania przed dalsza modyfikacja. Na podstawie uzyskanych
wynikow ustalona zostala procedura przygotowania elektrody zlotej przed
jej wykorzystaniem do konstrukcji biosensora DNA. Wyznaczono warto$¢
elektrochemicznego pola powierzchni elektrody pracujacej rowna 0.0641 cm?® (n = 8,
RSD = 5%), ktora byla istotna w dalszych oznaczeniach zwigzanych z oceng warstwy
detekcyjnej przygotowywanego urzadzenia.

3. W wyniku badania wlasciwosci elektrochemicznych wybranych buforéw zostat wybrany
roztwoér elektrolitu podstawowego, 50 mM bufor fosforanowy z dodatkiem 5 mM KCI
(pH 7.6), ktory mogt by¢ wykorzystywany w pomiarach elektrochemicznych zwigzanych
z detekcja hybrydyzacji DNA w warstwie detekcyjnej biosensora.

4. Na podstawie wykonanych pomiaréw woltamperometrycznych (SWV) przeprowadzona
zostala selekcja elektroaktywnych wskaznikow przeznaczonych do wykrywania
dwuniciowych czasteczek kwasow deoksyrybonukleinowych. Wsrod zastosowanych
zwigzkow tylko blekit metylenowy 1 Hoechst 33258 wykazywaly odpowiedz

elektrochemiczng przy wartosciach potencjatdéw wolnych od sygnatow tla.

Il.  Przygotowanie warstwy detekcyjnej biosensora

W dalszej cze$ci prac nad konstrukcjg elektrochemicznego biosensora DNA skupiono si¢
na utworzeniu samoorganizujgcej si¢ monowarstwy na powierzchni elektrod zlotych,
ktora stanowilaby uklad detekcyjny przygotowywanego sensora. Pod wzgledem konstrukcji
i dostepnosci dla docelowych fragmentow DNA sprawdzono warstwy SAM, ktére oprocz
sond ssDNA zawieraly takze czasteczki jednego =z ocenianych merkaptoalkoholi.
W toku zrealizowanych prac zbadane zostaly zwiazki posiadajace w swojej strukturze ilos¢
atomoéw wegla mniejszg (merkaptoetanol), dwukrotnie (merkaptoheksanol) oraz trzykrotnie
wicksza (merkaptononanol) niz merkaptoalkilowy facznik uzyty do immobilizacji sondy
ssDNA na powierzchni elektrody.

1. W pierwszej kolejnosci sprawdzona zostata zdolnos¢ samych merkaptoalkoholi
do tworzenia samoorganizujagcych si¢ monowarstw na powierzchni  zlota.
Wyniki pomiaréw elektrochemicznego efektu blokowania pokazaly, iz najwyzsza
zdolno$¢ formowania uporzadkowanych monowarstw SAM na elektrodzie zlotej
wykazywaty czasteczki merkaptoheksanolu. Nieco stabsze rezultaty uzyskano
dla merkaptononanolu. Najmniejszy potencjat do tworzenia zorganizowanych struktur

SAM na zlocie posiadaty czasteczki merkaptoetanolu.
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2. Oceniajac pojemno$¢ elektryczng interfazy pomiedzy powierzchnig elektrody ziotej
(czystej lub zmodyfikowanej samoorganizujacg si¢ monowarstwg) a roztworem mocnego
elektrolitu (1M K;HPQ,) ustalono, ze najwyzsza zdolno$¢ formowania uporzadkowanych
struktur SAM (bez lub z udzialem sond ssDNA) posiadaja czasteczki merkaptoheksanolu.

3. Wyniki chronokulometrycznego badania ilosci sond ssDNA w mieszanych
monowarstwach SAM (sonda 1 merkaptoalkohol) potwierdzily, ze czasteczki
merkaptoetanolu 1 merkaptononanolu w niedostatecznym stopniu uszczelniajg strukture
SAM utworzong z nici SSDNA. Modyfikujac powierzchni¢ elektrody zlotej mieszang
monowarstwe skladajaca si¢ z sond ssDNA 1 czasteczek MCH uzyskano warstwe
detekcyjng biosensora o gestosci powierzchniowej jednoniciowych fragmentow DNA
rownej 8.62 x 10 czasteczek/cm?. Poroéwnujac uzyskane wyniki z danymi
literaturowymi [157], otrzymana gestos¢ powierzchniowa sond ssSDNA w warstwie
detekcyjnej biosensora powinna zapewnié¢ ich petng dostgpnos¢ dla komplementarnych
fragmentéw DNA.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych oznaczen do dalszych prac nad opracowaniem

elektrochemicznego biosensora DNA wybrana zostata warstwa detekcyjna zbudowana

z samoorganizujacej si¢ monowarstwy. W skladzie tej warstwy SAM znalazly sie

zmodyfikowane tiolowym tgcznikiem sondy ssDNA oraz czasteczki merkaptoheksanolu.

1. Hybrydyzacja DNA w warstwie detekcyjnej biosensora

Opracowana wartwa detekcyjna biosensora (zbudowana z sond ssDNA i czasteczek
MCH) zostala wykorzystana do badan skutecznosci reakcji hybrydyzacji z uzyciem
komplementarnych 1 niekomplementarnych  fragmentéw  kwasow  nukleinowych.
Pomiary chronokulometryczne przeprowadzone przed i po oddziatywaniu sond ssDNA
z komplementarnymi czasteczkami DNA potwierdzity prawie dwukrotnie zwigkszong
akumulacje kwasow nukleinowych na powierzchni elektrody wskutek badanej interakcji.
Dodatkowo pomiary woltamperometryczne z uzyciem wskaznika MB wykazaty, iz badany
proces hybrydyzacji powoduje powstawanie czasteczek dSDNA w warstwie detekcyjnej
biosensora. Wykorzystujac elektroaktywne wskazniki specyficznie oddziatujace z jedno-
i dwuniciowym DNA oraz pomiary ilo§ci DNA na powierzchni elektrody, przeprowadzono
kolejne badania reakcji hybrydyzacji, podczas ktorych sprawdzony zostat ukiad detekcyjny

konstruowanego biosensora.
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1. Oceniajac przy pomocy pomiaréw CC (z uzyciem RuHex) i oznaczen technikg SWV
(stosujac wskaznik MB) wptyw czasu reakcji sond ssDNA z badanym DNA ustalono,
ze 15-minutowe oddziatywanie wspomnianych czasteczek zapewnia optymalny przebieg
procesu hybrydyzacji.

2. Stosujac wyzej wymienione techniki i wprowadzajac do pomiarow SWV nowy wskaznik
Hoechst 33258 stwierdzono, iz opracowany system jest zdolny do ilosciowego
oznaczania komplementarnych fragmentow kwasow nukleinowych w mieszaninie
hybrydyzacyjnej w zakresie st¢zen od 1 uM do 10 uM tOligo.

3. Obecno$¢ niekomplementarnych fragmentow kwasdéw nukleinowych w mieszaninie
hybrydyzacyjnej nie wplywala znaczaco na prace opracowanego systemu wykrywania
hybrydyzacji DNA w warstwie detekcyjnej biosensora.

IV. Detekcja bakterii Aeromonas hydrophila

Skonstruowany elektrochemiczny biosensor zostat wykorzystany do detekcji bakterii
A. hydrophila poprzez wykrywanie fragmentu kwasu nukleinowego specyficznego
dla genu aerolizyny (toksyny wytwarzanej przez poszukiwany patogenny mikroorganizm)
w DNA wyizolowanym z probek wody pitnej. Schemat procesu przygotowania i nastgpnie
dziatania opracowanego urzadzenia przedstawia rysunck 48. Szacowany czas wykonania
poszczegolnych etapow zaprezentowanych na danym wykresie wynosit okoto 2 godzin.
Dodajac do tego czas przygotowania probki DNA catos¢ detekcji bakterii A. hydrophila moze
by¢ wykonana w ciggu okoto 7 godzin.

Stosujac opracowany biosensor DNA przeprowadzona zostala detekcja bakterii
A. hydrophila w probkach wody pitnej zanieczyszczonej badanym mikroorganizmem
patogennym oraz w probkach referencyjnych zawierajacych inng bakteri¢. Elektrochemiczny
system detekcji oparty o wykorzystanie -elektroaktywnych wskaznikéw hybrydyzacji
(zarowno biekitu metylenowego, jak i Hoechst 33258) umozliwit wykrycie w badanej probce
DNA fragmentow kwaséw nukleinowych specyficznych dla szukanego patogenu
(stezenie DNA rowne 2.5 pg/cm®, n = 3, RSD = 7%). W oznaczeniach referencyjnych
na probkach zawierajacych DNA z Propionibacterium spp. (stezenie DNA réwne 4.0 pg/cm?)
badany uktad biodetekcji generowat sygnal analityczny zblizony do odpowiedzi uzyskanej
dla samych sond ssDNA unieruchomionych na powierzchni elektrochemicznego

przetwornika.
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Rysunek 48. Schemat przygotowania i dzialania opracowanego biosensora DNA.
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Whnioski

Wyniki przeprowadzonych badan dowiodly, ze mozliwa jest detekcja mikroorganizmu
patogennego na podstawie wykrycia w badanej probce fragmentow kwasow nukleinowych
specyficznych dla danego drobnoustroju przy pomocy skonstruowanego biosensora DNA.
Przygotowany uklad biodetekcji umozliwit szybsze zidentyfikowanie bakterii Aeromonas
hydrophila w skazonej mikrobiologicznie wodzie pitnej, niz dotychczas opracowane
konwencjonalne i alternatywne metody wykrywania tego patogenu.

Opracowana procedura skonstruowania warstwy detekcyjnej biosensora oparta
na wykorzystaniu mieszanej samoorganizujacej si¢ monowarstwy (zbudowanej z sond ssDNA
i czasteczek merkaptoheksanolu) pozwolita na uzyskanie uporzadkowanej i stabilnej
powierzchni przetwornika elektrochemicznego wyposazonej w elementy wigzace docelowe
fragmenty kwasow nukleinowych 1 zapobiegajace niespecyficznej adsorpcji niepozadanych
czasteczek w trakcie procesu analitycznego.

Przygotowany system elektrochemicznego  wykrywania reakcji  hybrydyzacji
w wiarygodny sposob sygnalizuje proces specyficznego wigzania poszukiwanych fragmentow
kwasow nukleinowych w warstwie detekcyjnej biosensora i nie jest znaczgco podatny
na obecno$¢ w mieszaninie hybrydyzacyjnej innych nieckomplementarnych odcinkow DNA.

Mozliwe jest takze wykrywanie odcinkéw kwasow nukleinowych specyficznych
dla bakterii A. hydrophila w probkach DNA wyizolowanych z wody pitnej i nie poddanych
procesowi amplifikacji w reakcji PCR. Uzyskana odpowiedz analityczna pozwolita
na wyrazne zroznicowanie probek kwasow nukleinowych otrzymanych z produktow
skazonych poszukiwanym mikroorganizmem i wolnych od niego.

Opracowany biosensor byt wykorzystany do detekcji A. hydrophila. Zmieniajac
sekwencje sond ssSDNA w warstwie detekcyjnej urzadzenia mozliwe jest zastosowanie
biosensora do wykrywania innych mikroorganizméw chorobotworczych zanieczyszczajacych
produkty Zywnosciowe.

Stosujac skonstruowany biosensor DNA stwierdzono obecnos¢ bakterii A. hydrophila
w badanej wodzie pitnej. Odpowiednio modyfikujac sposdb przygotowania probki mozliwe
byloby przeprowadzenie oznaczen o charakterze ilo§ciowym takze w odniesieniu do innych

rodzajow zywnosci.
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Zalaczniki

Zalacznik 1. Karta opisujaca zatrucie pokarmowe wywolane przez bakterie Aeromonas
hydrophila zawarta w wytycznych Swiatowej Organizacji Zdrowia ,,Foodborne Diseases

Outbreaks. Guidelines for Investigation and Control” [5]

Nazwa choroby

Zatrucie pokarmowe wywolane przez bakterie Aeromonas spp.
(ang. Aeromonas enteritis)

Czynnik etiologiczny

Bakteria: Aeromonas hydrophila.

Opis czynnika

Gram-ujemne, ruchliwe, nieprzetrwalnikujace, wzglednie beztlenowe,
proste lub zakrzywione pateczki. Nie rosng przy 4-5% stezeniu NaCl oraz
przy pH ponizej 6. Optymalna temperatura wynosi 28°C ale rozwijaja si¢
takze w warunkach chtodniczych (przy 4°C). Wiele szczepow posiada
zdolnos$¢ do wzrostu w zakresie pH od 4 do 10 przy innych optymalnych
warunkach.

Czas inkubacji

24 — 48 godzin.

Objawy Wodnisty stolec, skurcze brzucha, gorgczka, wymioty.
Powiklania Zapalenie ptuc i oskrzeli, zapalenie pecherzyka zotciowego.
Czas trwania Kilka dni, tygodni.

Miejsce wystepowania,
Zrédlo

Powszechne w $rodowisku wodnym i w $ciekach.

Srodki przenoszenia
i powiazanie
Z Zywnoscia

Ryby, owoce morza (krewetki, ostrygi), §limaki, woda pitna; izolowane
z szerokiej gamy produktéw zywnosciowych.

Przemyst: zabiegi chemiczne i dezynfekcja instalacji wodociagowej,
napromienianie zywnosci, procesy termiczne, dobre praktyki higieniczne
podczas produkcji i przetwarzania Zywnosci.

Specyficzne Srodki
kontroli
Zaklady zywienia zbiorowego / gospodarstwa domowe: doktadne
gotowanie zywnosci, odpowiednie przechowywanie zywnosci gotowej
tzw. ready-to-eat.
Na catym $wiecie, sporadyczne przypadki zbiorowych zachorowan
Wystepowanie w Afryce, Australii, Europie, Japonii i P6lnocnej Ameryce.

Zasigg nieokreslony.

Pozostale komentarze

Oportunistyczny patogen.
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Zalacznik 2. Kompletna sekwencja genu aerolizyny Aeromonas hydrophila AH14
opublikowana w bazie GenBank

EUB50663. Aeromonas hydrophila [gi:187438559]
LOCUS  EU650663 1482bp DNA linear BCT 10-MAY-2008
DEFINITION Aeromonas hydrophila strain AH14 aerolysin gene, complete cds.
ACCESSION EU650663
VERSION EU650663.1 GI:187438559
KEYWORDS
SOURCE  Aeromonas hydrophila
ORGANISM Aeromonas hydrophila

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Aeromonadales;

Aeromonadaceae; Aeromonas.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1482)
AUTHORS Singh,V., Rathore,G., Kapoor,D., Mishra,B.N. and Lakra,W.S.
TITLE Gene cloning, expression and characterization of recombinant
aerolysin from Aeromonas hydrophila
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1482)
AUTHORS Singh,V., Rathore,G., Kapoor,D., Mishra,B.N. and Lakra,W.S.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-APR-2008)Aquatic Microbes Section, National Bureau
of Fish Genetic Resources, Canal Ring Road, PO-Dilkusha,
Lucknow, UP 226002, India
FEATURES Location/Qualifiers

ORIGIN
1 atgcaaaaac taaaaataac tggcttgtca ttgatcatat ccggectget gatggetcag

61 gctaacgety cagaaceegt ctatccagac cagttgegec tgttctcget gggtcaggag
121 gtctgtggeg acaagtatcg ccctattact cgagaagaag cccagagegt taaaagtaat
181 attgtcaata tgatgggcca gtggcaaata ageggtctgg ccaacggetg ggtaataatg
241 ggaccgggtt ataatggtga aataaaacct ggetcggegt ccaatacctg gtgttacecg
301 gtEEieNeen MBBEEAnE B8 acccacc ttgtcagctc tggatattee agatggtgat
361 gaggtggatg tgcagtggeg actggtacac gacagtgega atttcatcaa accaaccage
421 tatctggegc attatctcgg ctatgectgg gtgggeggca atcacageca atatgtcggt
481 gaagacatgg atgtgacccg tgatggtgat ggctgggtga tecgeggeaa caatgacgge
541 ggctgegagg gttategtty tggcgagaag acgtecatca aggtcageaa ttttgegtac
601 aacctggacc ctgacagctt caaacatggt gacgtgaccce agtctgaccy tcagetggte
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661 aagacggtgg tgggctgggce gatcaacgac agcgacacce cgcaatcegg gtatgacgte
721 actctgegtt acgatactgc caccaactgg tccaagacca atacctatgg cctgagcgag
781 aaggtgacca ccaagaacaa gttcaagtgg ccactggtag gggaaaccga actctccatce
841 gagattgcgg ccaaccagtc atgggcatcc cagaacgggg gttctaccac cacctcectg
901 tcgcaatceg tgecggecgac ggtgecggcec cgetccaaga teecggtgaa gatcgagete
961 tacaaggctg atatctccta tcectatgag ttcaaggecg atgtcagtta tgacctgacc
1021 ctgagtggct tcctgegttg gggtggceaat gectggtata cccatccgga caatcgeccg
1081 aactggaacc acaccttcgt catcgggecg tacaaggaca aggcgagceag cattcgetac
1141 cagtgggaca agcgttacat cccgggtgaa gtgaagtggt gggactggaa ctggaccatc
1201 cagcagaacg gcctgtctac catgcagaac aacctggceca gagtgetgeg cccggtgegg
1261 gctgggatca ccggcegattt cagecgecgag agecagtttg ctggcaatat cgaaatcggt
1321 gcgececgtge cectegegge ggatggeaag gegectcgag ctetcagege gagaagggga
1381 gaacagggcc tgcgactgga gatcecegcte gatgegcaag agctctcegg gettggette
1441 agcaacgtca gcctgagcegt gacgcecagtt gccaatcaat aa

1

Na podstawie danych literaturowych [43,52]:

5’ gcagaacccgtctatccag — sekwencja startera F

5 _ — miejsce wigzania startera B
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