WIADOMOSCI 2015, 69, 5-6
chemicme PL ISSN 0043-5104

OLIGONUKLEOTYDY DNA
JAKO WARSTWY RECEPTOROWE SENSOROW
ELEKTROCHEMICZNYCH

DNA OLIGONUCLEOTIDES AS RECEPTOR LAYERS
OF ELECTROCHEMICAL SENSORS

Lukasz GOrski, Robert Ziotkowski, Agnieszka Bala,
Marta Jarczewska, Elzbieta Malinowska

Instytut Biotechnologii, Zaktad Mikrobioanalityki, Wydziat Chemiczny,
Politechnika Warszawska
ul. Noakowskiego 3, 00-664 Warszawa
e-mail: lukegor@ch.pw.edu.pl

Abstract

Wprowadzenie

1. Kwasy nukleinowe jako warstwy receptorowe i ich zastosowanie
w biosensorach DNA do oznaczania jonéw metali ciezkich

2. Opracowanie biosensoréw DNA przeznaczonych do detekcji katio-
néw: UO.", Hg” i Pb™

Podsumowanie

Podziekowania

PiSmiennictwo cytowane



mailto: lukegor@ch.pw.edu.pl

326 E. GORSKI, R. ZIOLKOWSKI, A. BALA, M. JARCZEWSKA, E. MALINOWSKA

dr inz. Lukasz Gorski uzyskal tytul zawodowy magistra inzyniera (2001) oraz sto-
pien naukowy doktora nauk chemicznych (2006) na Wydziale Chemicznym PW.
Jest czlonkiem grupy profesor Malinowskiej w Zakladzie Mikrobioanalityki oraz
wyktadowcg akademickim dla kierunkéw technologia chemiczna i biotechnolo-
gia. Prowadzone przez niego badania dotycza elektrod jonoselektywnych, analizy
wstrzykowo-przeptywowej oraz zastosowania samoorganizujacych si¢ monowarstw
jako elementow receptorowych w biosensorach.

dr inz. Robert Ziotkowski uzyskat tytul zawodowy magistra inzyniera (2005) oraz
stopient naukowy doktora nauk chemicznych (2013) na Wydziale Chemicznym PW.
Od 2008 . jest czlonkiem grupy profesor Malinowskiej w Zakladzie Mikrobioana-
lityki oraz wykladowcg akademickim dla kierunkéw technologia chemiczna i bio-
technologia. Jego badania dotycza zastosowania samoorganizujacych sie warstw,
czasteczek DNA, aptamerdw oraz grafenu do tworzenia warstw receptorowych
w biosensorach.

mgr inZ. Agnieszka Bala uzyskala tytul zawodowy magistra inzyniera w 2013 r. na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Od 2014 r. jest czlonkiem grupy
badawczej profesor Malinowskiej i uczestniczka studiow doktoranckich. Prowa-
dzone przez nia badania dotyczg zastosowania analogéw kwaséw nukleinowych do
tworzenia warstw receptorowych w biosensorach.

mgr inz. Marta Jarczewska uzyskatla tytut zawodowy magistra inzyniera w 2012 na
Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Od 2012 jest czlonkiem grupy
profesor Malinowskiej i uczestniczka studiéw doktoranckich. Jej badania dotycza
opracowania biosensoréw zawierajagcych w warstwie receptorowej czasteczki kwa-
sow nukleinowych.

prof. dr hab. inz. Elzbieta Malinowska uzyskala stopien naukowy doktora (1984),
doktora habilitowanego (2002) oraz tytul naukowy profesora (2007) na Wydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej. Jest szefem Laboratorium Biosensoréw
w Zakladzie Mikrobioanalityki oraz wyktadowcy akademickim dla kierunku bio-
technologia. W latach 1984-1985 byla cztonkiem grupy prof. Wilhelma Simona
w Swiss Federal Institute of Technology (ETH), a w latach 1993-1995 wspodtpraco-
wala z prof. Mark E. Meyerhoffem na University of Michigan. Prowadzone przez nig
badania dotyczg opracowania chemicznych sensoréw i biosensordw.



OLIGONUKLEOTYDY DNA JAKO WARSTWY RECEPTOROWE SENSOROW ELEKTROCHEMICZNYCH 327

ABSTRACT

The need for elaboration of analytical devices of small dimensions and the
accessibility of novel nanomaterials caused the increase in the number of publi-
cations referring to the development of biosensors. DNA-based biosensors are of
special interest and they were primarily used for the determination of a specific
sequence which is crucial in the detection of cancer, genetic mutations, pathogens,
as well as analysis of modified food. Interestingly, they could be also applied for the
detection of other analytes including heavy metal ions, especially in connection with
electrochemical techniques. It should be noted that the design of DNA biosensor
concerns not only the development of transducer, but also careful preparation of
sensing layer and the choice of the method of analytical signal generation.

Selectivity is one of the essential parameter of the biosensor that determines its
utility, particularly in real samples of complex matrices. In case of DNA sensors ded-
icated for the detection of complementary sequence, high selectivity is provided by
the hybridization process. A pronounced specificity of sensing layer-analyte interac-
tion can be also achieved with the use of functional nucleic acids - aptamers, which
change their conformation upon binding an analyte.

Herein, DNA-modified electrodes were firstly used for the detection of uranyl
ions, as they exhibit high affinity towards phosphate moieties of nuclec acids. It was
shown that UO;" interacts with sensing layer independently from the chosen oligo-
nucleotide sequence. Moreover, the influence of Pb*" was reduced by elimination of
adenine, which strongly interacts with lead ions.

Another oligonucleotide-based sensor was developed for detection of mercury
ions. The results indicate that Hg"* concentration can be determined only with the
use of sequence containing 100% thymine residues. Oligonucleotide-based sensor
with receptor layer containing aptamers was elaborated for the detection of Pb**
ions. In the presence of lead cations, an aptamer probe forms a G-quadruplex struc-
ture, a proposed biosensor could be characterized with selectivity towards Pb*".

The performance of DNA-based sensors for UO,", Hg*" and Pb** ions was opti-
mized and addressed the choice of the manner of analytical signal generation, the
influence of electrode modification with blocking agent, sensitivity dependence on
the oligonucleotide sequence and the possibility of regeneration of sensing layer.
Finally, the utility of proposed DNA sensors was tested by analysis in real samples.

Keywords: biosensors, heavy metals, nucleic acids, self-assembled monolayers,
voltammetry, redox indicators

Stowa kluczowe: biosensory, metale ciezkie, kwasy nukleinowe, samoorganizujace
sie monowarstwy, woltamperometria, znaczniki redoks
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WPROWADZENIE

Obserwowany w ostatnich latach intensywny wzrost liczby publikacji dotycza-
cych biosensoréw jest z jednej strony odpowiedzig na zapotrzebowanie na niewiel-
kie urzadzenia analityczne, przeksztalcajace informacje chemiczng (np. stezenie) na
sygnal analityczny [1]. Z drugiej strony rozwoj biosensoréw wynika z dostepnosci
nowoczesnych materiatow, ktérych umiejetne zastosowanie prowadzi do poprawy
parametrow pracy konstruowanych urzadzen [2-4]. Szczegélnie ciekawg grupe bio-
sensorow stanowia sensory DNA, ktore s3 wykorzystywane przede wszystkim do
identyfikacji sekwencji nukleotydowej badanej nici DNA [5], co jest istotne w dia-
gnostyce choréb nowotworowych i genetycznych [6], okreslaniu rodzaju patogenu
wywolujacego chorobe [7], a takze w badaniu jakosci zywnosci modyfikowanej
genetycznie [8]. Innym, dos¢ niekonwencjonalnym, a rozwijanym od niedawna
zastosowaniem biosensoréw DNA jest oznaczanie innych analitéw, takich jak np.
jony metali cigzkich [9]. W sensorach DNA zazwyczaj s3 wykorzystywane prze-
tworniki optyczne, jednak coraz popularniejsze staja si¢ elektrochemiczne techniki
detekeji, glownie ze wzgledu na niskie granice oznaczalnosci, fatwos¢ miniaturyza-
cji oraz niskie koszty aparatury [10].

Opracowanie biosensora DNA o korzystnych parametrach analitycznych, nie-
zaleznie od jego zastosowania, wymaga przemyslanego zaprojektowania i wykona-
nia zaréwno przetwornika, jak i warstwy receptorowej. Istotny jest rdOwniez sposob
generowania sygnaltu analitycznego, ktéry w przypadku elektrochemicznych sen-
sorow DNA moze by¢ zwigzany z wlasciwosciami elektroaktywnymi analitu lub
pochodzacy z utlenienienia zasad azotowych wystepujacych w kwasach nukleino-
wych [11]. Jednak ograniczona ilo$¢ takich zwigzkdow, a takze konieczno$¢ poprawy
czulodci oraz granicy oznaczalno$ci spowodowaly, ze coraz czesciej stosowane sg
znaczniki elektroaktywne [12]. Optymalizacja kolejnych etapéw przygotowania
sensoréow DNA jest niezbedna do okreslenia ich uzytecznosci, dzigki czemu w przy-
sztos$ci moglyby zosta¢ wykorzystane m.in. w analizie sSrodowiskowej oraz kliniczne;j
(13, 14].

1. KWASY NUKLEINOWE JAKO WARSTWY RECEPTOROWE
I ICH ZASTOSOWANIE W BIOSENSORACH DNA DO OZNACZANIA
JONOW METALI CIEZKICH

Selektywnos¢ jest jednym z najistotniejszych parametréow sensoréw chemicz-
nych, ktéry umozliwia oznaczanie analitu nawet w prébkach o zlozonych matry-
cach, w ktorych substancje przeszkadzajace wystepuja w znacznym nadmiarze do
substancji oznaczanej. O selektywnosci sensoréw chemicznych decyduje warstwa
receptorowa, bezposrednio kontaktujaca si¢ z probka i oddzialujaca z jej sklad-
nikami. W przypadku sensoréw DNA przeznaczonych do wykrywania w probce
sekwencji komplementarnych wysoka selektywno$¢ rozpoznania sekwencji ozna-
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czanej wsrod wielu réznych fragmentéw DNA zapewnia proces hybrydyzacji nici
nukleotydowych, ktéry zachodzi w warstwie receptorowej sensora [15].

Stosunkowo nowym kierunkiem badan jest zastosowanie jako warstw recep-
torowych tzw. funkcjonalnych kwaséw nukleinowych (FNA). Grupe FNA stanowia
czasteczki DNA i RNA, ktore wykazuja wlasciwosci receptorowe (np. aptamery)
oraz katalityczne (m.in. DNAzymy) [16]. Aptamery to krotkie sekwencje DNA lub
RNA, ktére posiadaja zdolno$¢ do oddziatywania z ré6znymi czasteczkami organicz-
nymi lub nieorganicznymi. Zdolnos¢ ta wynika zaréwno z obecnoéci w strukturze
kwasow nukleinowych atomdéw donorowych, jak i z mozliwo$ci przyjmowania przez
okreslonego ksztaltu aptamery w przestrzeni, zdefiniowanego przez sekwencje oli-
gonukleotydu. Wigzanie aptameru z okreslong czasteczka prowadzi do zmiany jego
konformacji, co prowadzi do zmiany mierzonego sygnatu analitycznego [17, 18].

Kwasy nukleinowe mogg zatem pelni¢ role receptorédw, a wérdd potencjalnych
analitow, ktére moga by¢ oznaczane z ich zastosowaniem, sg jony metali. Z tego
powodu podjeto proby opracowania elektrod modyfikowanych DNA, przeznaczo-
nych do detekeji jonéw metali cigzkich. Wstepnym etapem prowadzonych badan
bylo okreslenie, czy istnieje wyrazna zalezno$¢ miedzy doborem sekwengji oligo-
nukleotydowej dowigzanej do elektrody, a selektywnoscia jej oddzialywan z jonami
metali. Przedmiotem analizy byt kation uranylowy UO.", ktéry wykazuje znaczne
powinowactwo do grup fosforanowych, obecnych réwniez w strukturze DNA.
Przypuszczano wiegc, ze niezaleznie od wykorzystanej sekwencji oligonukleotydu,
bedzie obserwowana znaczna selektywno$¢ sensora na jony UO;". Istotnie, wyniki
doswiadczen [19] wykazaly, ze elektrody zmodyfikowane losowo wybranym oli-
gonukleotydem charakteryzowaly sie wysoka selektywnoscia wobec kationow
uranylowych w poréwnaniu do innych badanych jonéw. Najsilniej przeszkadzaja-
cym kationem byt Pb*, ktéry zgodnie z danymi literaturowymi, wykazuje znaczne
powinowactwo do adeniny, obecnej w stosowanej losowej sekwencji. Podjeto zatem
probe ograniczenia wplywu jonéw Pb** na oznaczanie UO," poprzez zmniejszenie
liczby zasad adeninowych w oligonukleotydzie zaimmobilizowanym na elektrodzie
[20]. Okazalo sie, ze elektrody modyfikowane oligonukleotydami zawierajacymi
mniejsza ilo$¢ zasad adeninowych lub w ogdle ich nie zawierajacymi generowaly
znacznie nizsza odpowiedZ na jony olowiu w poréwnaniu do sekwencji wyjscio-
wej. Co wiecej, odpowiedz na jony UO" byla niezalezna od uzytej sekwencji, co
potwierdza teze, ze oddzialywanie tego jonu z DNA zachodzi przede wszystkim
poprzez grupy fosforanowe.
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Rysunek 1. Selektywnos¢ elektrody zlotej modyfikowanej oligonukleotydem 5’-SH-(CH,)-TTT TTT TTT
TTT TTT-3" wobec wybranych jonéw metali ciezkich

Figure 1. Selectivity of gold electrode, modified with 5-SH-(CH,)-TTT TTT TTT TTT TTT-3’ oligonu-
cleotide, towards selected heavy metal ions

Kolejnym jonem, oznaczanym z uzyciem elektrochemicznego sensora DNA,
byt kation Hg”* [21, 22]. W literaturze wystepuja informacje o silnym wigzaniu
jonow rteci miedzy dwiema zasadami tyminowymi. W tym przypadku oczekiwano,
ze odpowiedz sensora bedzie zalezna od sekwencji oligonukleotydu zaimmobilizo-
wanego na elektrodzie. Rzeczywiscie, badania wykazaly, ze odpowiedz elektroche-
miczna na jony Hg** generowana jest tylko w przypadku elektrod modyfikowanych
oligonukleotydami skladajacymi si¢ jedynie z zasad tyminowych. W przypadku
zastosowania oligonukleotydéw zawierajacych 33% oraz 0% zasad tyminowych,
odpowiedz pradowa na jony rteci nie byta obserwowana. Co wazne, elektrody mody-
tikowane oligonukleotydem 5’-SH-(CH,).-(T),,-3" charakteryzowaly si¢ bardzo
wysoka selektywnoscig na jony rteci wobec wiekszosci badanych jonow przeszka-
dzajacych (Rys. 1). Jedynie kation uranylowy mial wyrazny wplyw na odpowiedz
elektrody, co nalezy ttumaczy¢ oddzialywaniem tego jonu z grupami fosforowymi,
obecnymi w we wszystkich sekwencjach oligonukleotydowych.

Szczegdlnie ciekawa wydaje si¢ rowniez mozliwo$¢ oznaczania jondw metali
z uzyciem aptamerdéw. W przypadku tej grupy oligonukleotyddw, sekwencja zasad
jest istotna nie tylko z uwagi na specyficzne oddziatywania zasad z analitem (np.
jonem metalu), ale takze poprzez wplyw sekwencji na przestrzenny uklad nici oligo-
nukleotydu. Aptamery moga bowiem tworzy¢ formy przestrzenne, preferujace swym
ksztaltem i wielko$cig oddzialywanie z okreslong czasteczka [18]. Jedna z najczesciej
opisywanych w literaturze sekwencji aptamerowych jest aptamer wiazacy trombine
(ang. thrombin binding aptamer, TBA) [23]. Najwazniejszym elementem struktu-
ralnym tego receptora jest uklad dwdch réwnolegltych kwartetow guaninowych.
Z uwagi na opisane w literaturze znaczne powinowactwo jonéw otowiu do zasady
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guaninowej, ciekawym wydalo si¢ sprawdzenie, czy mozliwe jest opracowanie sen-
sora elektrochemicznego do oznaczania jonéw Pb** wykorzystujacego w warstwie
receptorowej TBA [24]. Dla poréwnania przeprowadzono badania z elektrodami
modyfikowanymi oligonukleotydem o takiej samej dlugosci i losowej sekwencji.
Wyniki pomiaréw elektrochemicznych z zastosowaniem tak przygotowanych elek-
trod pozwolily stwierdzi¢, ze sekwencja TBA wykazuje, zgodnie z oczekiwaniem,
znaczng selektywnos¢ wobec jondéw olowiu, podczas gdy sekwencja losowa daje
znikomg odpowiedz na te jony. Co wigcej, przeprowadzone pomiary spektrosko-
pii impedancyjnej (EIS) wskazujg, ze struktura przestrzenna aptameru tworzy sie
dopiero w obecnosci jonéw otowiu (tzw. dopasowanie indukowane).
Podsumowujac te czes¢ badan, nalezy stwierdzié, ze sekwencje oligonukleoty-
dow tworzacych warstwy receptorowe sensordw elektrochemicznych, przeznaczo-
nych do oznaczania jonéw metali, maja znaczny wplyw na ich selektywnos¢. Mozliwe
jest wykorzystanie zaréwno oddzialywan jonow metali z grupami fosforanowymi
DNA, z zasadami azotowymi, jak i dopasowania przestrzennego oligonukleotydu
(aptameru) do oznaczanego jonu. Podobne wnioski mozna wyciggna¢ na podstawie
przegladu publikacji innych grup badawczych, zajmujacych sie ta tematyka [25].

2. OPRACOWANIE BIOSENSOROW DNA PRZEZNACZONYCH
DO DETEKCJI KATIONOW: U0, Hg* I Pb*

A B G

Rysunek 2. Strategie generowania sygnatu analitycznego w elektrochemicznych sensorach DNA. G - guanina;
M - jon metalu; I - znacznik elektrochemiczny

Figure 2. Generation of analytical signal in electrochemical DNA sensors. G - guanine; M — metal ion; I -
redox indicator

Istotnym zagadnieniem w opracowaniu elektrochemicznego sensora DNA jest
zawsze sposOb generowania sygnatu pradowego. Mozliwe jest wykorzystanie wta-
$ciwosci redoks zasad azotowych (najczeéciej guaniny) [9], redukcji lub utleniania
analitu zwigzanego z warstwa receptorowa [26] lub tez zastosowanie znacznikow
elektroaktywnych [12]. W przypadku sensordéw przeznaczonych do oznaczania
jonéw metali ciezkich oczywistym wydaje sie wykorzystanie ich wlasciwosci redu-
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kujaco-utleniajacych (Rys. 2). Jednakze przy zastosowaniu detekeji elektrochemicz-
nej takie rozwigzanie nie zawsze jest optymalne. Zbyt skrajne potencjaly przykta-
dane do elektrody pracujacej modyfikowanej DNA moga powodowaé desorpcje
warstwy receptorowej, a wiec uszkodzenie sensora. Dlatego w badaniach wykorzy-
stano popularny znacznik redoks - blekit metylenowy (MB) [12]. Zaproponowano
nowatorski sposéb uzyskiwania sygnatu analitycznego, polegajacy na pomiarze
réznicowym (Rys. 3). W pierwszym etapie mierzony jest prad dla elektrody mody-
fikowanej oligonukleotydem, zanurzonej w odpowiednim elektrolicie zawierajacym
MB. Nastepnie elektroda jest inkubowana w probce zawierajacej oznaczany jon oraz
MB. Jony metali silnie oddziatujace z oligonukleotydem wypieraja cze$¢ czasteczek
blekitu z warstwy receptorowej, a wiec prad pochodzacy od MB mierzony po usta-
leniu si¢ réownowagi jest nizszy. Jest to zwigzane z dodatnim fadunkiem zaréwno
kationéw metali, jak i blekitu metylenowego. Sygnalem analitycznym jest zatem
zmiana wielkosci pradu dla MB, rejestrowanego dla badanego sensora przed i po
kontakcie z oznaczanym jonem metalu [19]. Zaletami takiego ukladu s3: mozliwo$¢é
zastosowania znacznika dajgcego sygnal pradowy o mozliwie niskim potencjale oraz
zmniejszenie wptywu jakosci powierzchni elektrody oraz niedoskonatoéci utworzo-
nej oligonukleotydowej warstwy receptorowej DNA na powtarzalnos¢ wynikow
z uwagi na réznicowy charakter pomiaru. Z drugiej strony, wada tego ukladu jest
brak mozliwosci wykorzystania potencjatu przylozonego do elektrody do poprawy
selektywnosci analizy, co sprawia, ze jedynym czynnikiem decydujgcym o selektyw-
nosci pozostaje oddzialywanie warstwy receptorowej ze skladnikami probki.

S

Rysunek 3. Mechanizm dzialania oligonukleotydowego biosensora z uzyciem znacznika redoks. M - jon
metalu; I - znacznik elektrochemiczny

Figure 3. Working mechanism for oligonucleotide-based biosensor with the use of redox indicator. M —
metal ion; I - redox indicator

Opisany powyzej sposdb zostal z powodzeniem wykorzystany do uzyskania
sygnalu analitycznego w sensorach DNA przeznaczonych do oznaczania jonow
UO;*, Hg™ oraz Pb*". Kolejne badania zmierzaly do optymalizacji parametréw ana-
litycznych opracowanych sensoréw poprzez dobér sktadu warstwy receptorowej.
Badania rozpocz¢to od przygotowania sensora na jony uranylowe [19]. Zbadano
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wplyw wprowadzenia do monowarstwy oligonukleotydu tzw. czynnika blokujacego
- 6-merkapto-1-heksanolu (MCH). Obecno$¢ tego zwigzku prowadzi do lepszego
uporzadkowania monowarstwy oraz pokrycia obszaréw nie zwigzanych z oligonu-
kleotydem. Stwierdzono, ze wprowadzenie MCH do warstwy receptorowej sensora
jonéw UO;" powoduje zmniejszenie nachylenia krzywej kalibracji, co mozna wyttu-
maczy¢ mniejsza gestoscia pokrycia powierzchni elektrody przez oligonukleotydy.
Jednoczesnie poprawie ulegla warto$¢ korelacji liniowej krzywej kalibracji (R?), co
mozna wigza¢ z lepszym uporzagdkowaniem monowarstwy DNA [20].

Istotnym parametrem warstwy receptorowej jest dlugo$¢ oligonukleotydu
zastosowanego do jej wytworzenia. Badano elektrody modyfikowane sekwen-
cjami o dlugosci 5, 10, 15 i 20 zasad. Stwierdzono, ze najwiekszg czulo$cia na jony
UO;" charakteryzowaly sie sensory zmodyfikowane oligonukleotydem o dtugosci
10 zasad. Nizsza czulo$¢, obserwowana w przypadku sekwencji zawierajacej 5 zasad,
wynika z niewielkiej ilosci grup fosforanowych wigzacych jon uranylowy. Natomiast
nieznacznie nizsza czuto$¢ dla sekwencji o dlugosci 15 i 20 zasad jest zwigzana
z mozliwoscig wyginania sie i hybrydyzacji oligonukleotyddéw tworzgcych warstwe
receptorowq. Okreslono takze wplyw czasu kontaktu sensora z probka zawierajaca
jony UO," na czuto$¢ odpowiedzi. Zgodnie z oczekiwaniami, dtuzszy czas inkubacji
skutkowal wieksza zmiang sygnalu analitycznego przy zmianie st¢zenia analitu [20].
Nalezy wiec stwierdzi¢, ze czulo$¢ sensora moze by¢ w znacznym stopniu regulo-
wana poprzez dobor dlugosci oligonukleotydu tworzgcego warstwe receptorowg
oraz czas inkubacji sensora w prdbce.

Podjeto takze proby regeneracji sensora po jego uzyciu poprzez usunigcie
jonéw uranylowych z warstwy receptorowej. Procedura polegata na 20-krotnym
skanowaniu elektrody technika woltamperometrii cyklicznej w roztworze zawiera-
jacym EDTA. Przeprowadzone 4 cykle regeneracji wykazaly, ze znaczacy spadek
odpowiedzi obserwowany jest jedynie po pierwszej procedurze regeneracji sensora,
natomiast w nastepnych cyklach sygnat stabilizuje si¢. Zastosowana procedura rege-
neracji, cho¢ niedoskonata, umozliwia wigc kilkukrotne wykorzystanie tego samego
sensora do oznaczania jonéw uranylowych. Zoptymalizowany sensor charaktery-
zuje si¢ dolng granica oznaczalnosci dla jonéw UO." wynoszaca 30 nmol L™, przy
maksymalnym stezeniu tego jonu dopuszczalnym w wodzie pitnej przez US Envi-
ronmental Protection Agency wynoszacym 130 nmol L™' [20].

Opisany powyzej sposob generowania sygnalu analitycznego, wykorzystujacy
réznicowy pomiar pradu pochodzacego od blekitu metylenowego, zostal zastoso-
wany takze dla sensora jonow rteci [21, 22]. Jak juz wspomniano, w tym przypadku
elektroda zlota byla modyfikowana oligonukleotydem skladajacym si¢ z zasad tymi-
nowych. Wykorzystujac spektroskopie impedancyjng, sprawdzono celowos¢ dodat-
kowego wprowadzenia do warstwy receptorowej 6-merkapto-1-heksanolu. Stwier-
dzono, ze w monowarstwie mieszanej oligonukleotydy sa rzadziej upakowane, co
moze sprzyja¢ wnikaniu w strukture monowarstwy jonéw Hg*" i tworzeniu przez
nie kompleksu z dwiema zasadami tyminowymi, znajdujacymi si¢ w sasiednich
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niciach DNA. Ponadto, MCH blokuje fragmenty elektrody zlotej nie pokryte oli-
gonukleotydami, co zapobiega ewentualnej redukeji jonoéw rteci w czasie pomiaru
i tworzeniu si¢ amalgamatu zlota. Na podstawie powyzszych przestanek, w dalszych
badaniach stosowano monowarstwy zbudowane z oligonukleotydu i MCH.

Z uwagi na sposob powstawania sygnatu analitycznego w badanych sensorach,
polegajacy na wypieraniu z warstwy receptorowej czasteczek znacznika (MB) przez
jon rteci, czynnikiem istotnym dla parametréw analitycznych jest stezenie MB
w probee pomiarowej. W zwigzku z tym zmierzono odpowiedz sensora przy stalym
stezeniu jonow rteci i réznych stezeniach blekitu metylenowego. Najwiekszy sygnat
analityczny zarejestrowano przy stezeniu MB wynoszacym 50 umol L™ i takie steze-
nia znacznika stosowano w dalszych badaniach [22].

Procesy elektrodowe, prowadzone w warunkach hydrodynamicznych, a wiec
gdy dominujagcym sposobem transportu czasteczek w elektrolicie jest konwek-
cja wymuszona, charakteryzujg sie znacznie wydajniejszg wymiang masy na gra-
nicy faz elektroda/elektrolit niz procesy prowadzone w warunkach stacjonarnych.
W zwigzku z tym wykonano krzywe kalibracji opracowanych sensoréw zaréwno
w warunkach stacjonarnych, jak i dynamicznych (z mieszaniem probki zawierajacej
jony rteci). W warunkach stacjonarnych dolna granica oznaczalnosci dla jonow rteci
wyniosta 70,2 nmol L™, co jest warto$cig zbyt wysoka do praktycznych zastosowan
sensora. W warunkach hydrodynamicznych zarejestrowano znacznie nizsza war-
to$¢ dolnej granicy oznaczalnosci, wynoszaca 4,63 nmol L. Warto$¢ ta jest nizsza
niz maksymalne dopuszczalne stezenie jonéw rteci w wodzie pitnej, ustalone przez
US Environmental Protection Agency na poziomie 0,002 mg L™ (okolo 10 nM L™).
Mozliwos¢ zastosowania opracowanego sensora do oznaczania rteci w probkach
rzeczywistych sprawdzono, dokonujac analizy certyfikowanego materialu odnie-
sienia. Otrzymany wynik (3,51 pmol L) jest na poziomie stezenia deklarowanego
przez producenta (3,00 umol L™) [22].

Interesujace wyniki otrzymano podczas badan nad sensorem przeznaczonym
do oznaczania jonéw ofowiu [23]. W tym przypadku w warstwie receptorowe;j sen-
sora zastosowano aptamer - oligonukleotyd przyjmujacy w obecnosci jonéw otowiu
strukture podwdjnego kwadrupleksu guaninowego (TBA). Tworzony uklad decy-
duje o selektywnosci tego sensora, ma jednak takze wplyw na oddzialywanie z ble-
kitem metylenowym stosowanym w celu uzyskania sygnatu pragdowego. Wigksze
wyeksponowanie zasad guaninowych sprawia, ze MB, wykazujac znaczne powino-
wactwo do guaniny, silniej oddzialuje z aptamerem w konformacji kwadrupleksu
niz w ukladzie liniowym. Mierzalnym efektem takiej sytuacji jest wzrost pradu
pochodzacego od blekitu metylenowego, rejestrowany przy wzrastajgcym stezeniu
jonow ofowiu w prébce. W przypadku opisywanych wczeéniej sensoréw przezna-
czonych do oznaczania jonéw UO;" i Hg"', wraz ze wzrastajacym stezeniem analitu
sygnal malal.

Podobnie jak dla pozostatych badanych sensoréw DNA, przeznaczonych do
oznaczania jondéw metali cigzkich, w sensorze jonéw olowiu zastosowano mono-
warstwe mieszang, w skiad ktérej wchodzit oligonukleotyd (aptamer) oraz 6-mer-
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kapto-1-heksanol. Tak przygotowany sensor zastosowano do oznaczania otowiu
w prébkach wody wodociagowej, do ktérej dodano Pb(NO,), w stezeniu 1 pmol L™.
Wrynik analizy tak przygotowanej probki z zastosowaniem sensora DNA, wynoszacy
0,99 pmol L™, $wiadczy o mozliwosci jego wykorzystania do analizy probek rzeczy-
wistych [23].

Opracowany sensor charakteryzowat sie dolng granicg oznaczalnosci dla jonow
olowiu wynoszacg 34,7 nmol L. Cho¢ jest to wartoé¢ nizsza od maksymalnego
dopuszczalnego stezenia jonéw Pb** w wodzie pitnej, ustalonego przez US Environ-
mental Protection Agency (0,015 mg L™, 72 nmol L™), to nalezy jednak stwierdzic,
ze nie jest ona satysfakcjonujaca na tle innych elektrochemicznych metod oznacza-
nia ofowiu. Dlatego tez podjeto prace nad obnizeniem dolnej granicy oznaczalno-
$ci tych sensoréw, miedzy innymi poprzez zastosowanie innego znacznika redoks.
Badania te sg wcigz prowadzone, a ich wstepne wyniki wydaja si¢ bardzo obiecujace
[23].

PODSUMOWANIE

W niniejszym artykule opisano zastosowanie biosensoréw z warstwami recep-
torowymi DNA, przeznaczonymi do oznaczania jonéw metali ciezkich. Mozna
stwierdzi¢, ze taki sposdb modyfikacji jest prostszy i dajacy wiecej mozliwosci,
w poréwnaniu do zastosowania klasycznych receptoréw. Opracowanie nowego
zwigzku, zdolnego do selektywnego oddziatywania z wybranym analitem, wymaga
zazwyczaj syntezy kilku zwigzkéw o zblizonej strukturze, a wybor najlepszego
z nich jest dokonywany na podstawie badan empirycznych. Synteza receptoréw to
najczesciej proces wieloetapowy, wymagajacy duzej wiedzy, czasu, a przede wszyst-
kim generujacy znaczne koszty. Oligonukleotydy sg obecnie dostepne komercyjnie,
zakupi¢ mozna wlasciwie dowolng sekwencje zasad, dodatkowo istnieje mozli-
wos¢ modyfikacji oligonukleotydu réznego rodzaju grupami, np. w celu ulatwienia
immobilizacji. Co szczegdlnie wazne, dzigki automatyzacji syntezy, koszty zakupu
oligonukleotydow sa niewielkie, nawet w przypadku oczyszczania HPLC i mody-
fikacji np. grupa —-SH. Umozliwia to sprawne prowadzenie szeroko zakrojonych
badan nad sensorami DNA.

Zastosowanie opracowanych sensoréw DNA do oznaczania jondéw metali
cigzkich odbiega od najbardziej naturalnej aplikacji, jaka jest oznaczanie waznych
sekwencji kwaséw nukleinowych. Mimo to, sensory te charakteryzuja si¢ wysoka
selektywnoscia wobec oznaczanych jonow, przy czym selektywno$¢ moze by¢
w znacznym stopniu modyfikowana przez dobdér odpowiedniej sekwencji oligonu-
kleotydu. Dolne granice oznaczalno$ci, wyznaczone dla tych sensordéw, pozwalaja
na oznaczanie jonéw uranylowych, otowiu i rteci w prébkach np. wody pitnej na
poziomie ponizej dopuszczalnych norm.
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