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Wykrywanie wirusow jest bardzo istotne w wielu dziedzinach, m.in. w ochronie
zdrowia, procesach biotechnologicznych, produkcji zywnosci, monitoringu srodowiska
czy w ochronie roslin. Konwencjonalne metody, takie jak reakcja tancuchowa
polimerazy (PCR) badz test immunoenzymatyczny (ELISA) czesto wymagaja obrobki
wstepnej analizowanej proby, wykwalifikowanego personelu, kosztownego sprzgtu oraz
drogich odczynnikéw chemicznych. Nadal poszukiwane sa szybkie, czule, proste
w zastosowaniu i stosunkowo tanie metody wykrywania patogenow w warunkach poza
laboratoryjnych. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrastajagce zainteresowanie
bioczujnikami chemicznymi bedacymi alternatywsa dla dotychczas stosowanych metod
oznaczania. Wysoka czuto$¢ i selektywno$¢ wzgledem danego analitu oraz prostota
wykonania szybkiej analizy to gtowne zalety, dzigki ktorym czujniki moga zastgpic
tradycyjne metody. Ponadto posiadajg one duzy potencjat miniaturyzacji, dzigki czemu
oferuja mozliwos¢ prowadzenia analiz §rodowiskowych (w miejscu poboru probek)
w niewielkich objetosciach. Ze wzgledu na rozwoj produkceji masowej, moga uzyskac
stosunkowo niskg ceng jednostkowa.

Przedmiotem niniejszej rozprawy bylo opracowanie czutych genoczujnikow
elektrochemicznych i zastosowanie ich do selektywnego wykrywania specyficznych
sekwencji DNA i RNA wirusa ptasiej grypy typu H5N1. Opracowano trzy bioczujniki
DNA za pomocg ktorych z powodzeniem udato si¢ wykrywaé sekwencje DNA 1/lub
RNA. Do tego celu zastosowano ztote elektrody dyskowe. Przedstawione bioczujniki
DNA oparte o warstwy Au/SH-ssDNA/Merkaptoheksanol (MCH) oraz Au/kwas
merkaptoundekanowy (MUA) + MCH/NH2-ssSDNA dziataty wedtug mechanizmu
jonokanatowego. Natomiast podstawg trzeciego byla warstwa redoks-aktywna
Au/Aminoetantiol/5,6-epoksy-5,6-dihydro-1,10-fenantrolina [Fe(l11) /5,6-epoksy-5,6-
dihydro-1,10-fenantrolina /NH,-sSDNA. Czujniki typu kanalu jonowego wymagaty
obecnosci zewnetrznego znacznika elektroaktywnego do obserwacji procesoOw
hybrydyzacji. Z kolei bioczujnik posiadajacy warstwe redoks-aktywng posiadal centrum
odpowiadajace za generowanie sygnatu analitycznego na powierzchni elektrody. Kazdy
z nich roznit si¢ sposobem przytaczenia sondy DNA do powierzchni elektrody ztote;j.
Sonda SH-ssDNA bylta bezposrednio przymocowana do powierzchni elektrody ztotej za
pomoca wigzania kowalencyjnego zloto — siarka. Natomiast sonde NH,-ssDNA
unieruchamiano na dwa sposoby. W przypadku czujnika typu kanatu jonowego za
posrednictwem grupy karboksylowej tiokwasu (MUA) poprzez wigzanie amidowe

utworzone przy wspotudziale pochodnych karbodiimidowych (EDC/NHS). Z kolei na



warstwie redoks-aktywnej sonde aminowa osadzono za pomocg reakcji ,,click” tj.
nukleofilowego otwarcia pierscienia epoksydowego.

Przeprowadzono szereg badan, w wyniku, ktorych zoptymalizowano procedury
modyfikacji powierzchni ztotych elektrod roboczych, a takze warunki procesow
hybrydyzacji z poszczegdélnymi kwasami nukleinowymi. Do pomiarow zastosowano
trzy techniki elektrochemiczne: woltamperometri¢ cykliczng, woltamperometri¢ fali
prostokatnej oraz elektrochemiczng spektroskopi¢ impedancyjng w ukladzie
trojelektrodowym. Jako analitow uzyto 20-merowych sekwencji DNA, ok. 180-pz
sekwencji DNA (PCR), a takze ok. 280-merowych transkryptow RNA. W zaleznos$ci od
dhugosci testowanego analitu posiadaty one 20-merowe sekwencje komplementarne lub
nickomplementarne, a takze 20-merowe sekwencje komplementarne w dtugim tancuchu
DNA czy RNA znajdujace si¢ w roznych potozeniach (na koncu 3’, na koncu 5’ lub na
srodku).

Podjeto rowniez probe miniaturyzacji najprostszego z zaproponowanych
genoczujnikow opartego o warstwe Au/SH-ssSDNA/MCH z zastosowaniem elektrod
sitodrukowanych z pracujacg elektroda zlota. Za jego pomocg udato si¢ wykrywa¢ m.in.
niewymagajace odwrotnej transkrypcji sekwencje RNA o diugosci okoto 280
oligonukleotydow, co moze stanowi¢ podstawe do aplikacji w warunkach poza
laboratoryjnych.

Bioragc pod uwage czutos¢ 1 selektywnos¢ trzech przedstawionych genoczujnikow,
mozna stwierdzi¢, ze kazdy z nich z powodzeniem nadaje si¢ do wykrywania materiatu
genetycznego wirusa ptasiej grypy typu HSNI1. Znaczacy walor stanowi rowniez
mozliwos¢ wykrywania fragmentdw komplementarnych do sondy ssDNA znajdujacych
sic w ok. 180-pz tancuchach DNA oraz ok. 280-merowych transkryptach RNA.
Opracowane genoczujniki umozliwialy réwniez rozrdznienie potozenia sekwencji
komplementarnych znajdujacych si¢ w analizowanych oligonukleotydach. Na
podstawie aktualnie przenalizowanej literatury naukowej takie prace nie zostaty
dotychczas opublikowane.

Ponadto, w przeciwienstwie do czesto pojawiajacych sie¢ w literaturze naukowe;j,
bioczujnikdw zawierajacych znakowane oligonukleotydy DNA, zaproponowane
w rozprawie uniwersalne systemy (jonokanatowy i z warstwg redoks-aktywng) nie
wymagaja skomplikowanych modyfikacji 1 znakowania sond DNA. Mozna je
zastosowa¢ do unieruchamiania réznych sond DNA posiadajacych jedynie grupe

tiolowa badz aminowa na koncu 5°.



