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Wirusy oraz bakterie są najliczniejszymi organizmami na Ziemi. Znanych jest już ponad 1400 mikroorganizmów chorobotwórczych stanowiących potencjalne zagrożenie ludzkiego zdrowia i wciąż pojawiają się nowe gatunki. Materiał genetyczny zawarty 
w wirionie i genoforze umożliwia bardzo precyzyjną identyfikację wirusów i bakterii, i może być podstawą do ich wykrywania w testach wykorzystujących amplifikację (zwielokrotnienie) i/lub hybrydyzację kwasów nukleinowych. Wykrywanie wirusów i bakterii jest bardzo istotne w ochronie zdrowia, produkcji żywności, procesach biotechnologicznych i ochronie roślin. Aby spełnić wymagania w zakresie badań dotyczących kontroli jakości żywności, kontroli wytwarzania, użytkowania oraz obiegu produktów genetycznie modyfikowanych (GMO), potrzebne są niezawodne systemy potrafiące szybko dostarczyć jednoznacznej odpowiedzi. Rolę tę spełnić mogą biosensory oparte na procesie hybrydyzacji DNA. 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było modyfikowanie i doskonalenie biosensorów opartych na procesie hybrydyzacji DNA. Konstruowane były układy zdolne do detekcji oligonukleotydowych sekwencji zasad azotowych charakterystycznych dla bakterii Listeria Monocytogenes i bakterii mlekowych ze szczepu Lactococcus Lactis. W części eksperymentalnej przedstawione zostały nowe oraz ulepszone, dotychczas już znane konstrukcje i sposoby uzyskiwania warstw analitycznych biosensorów DNA. Mają one poprawione właściwości i lepsze parametry pracy.

Dobra praca biosensora wymaga stabilności warstw w czasie eksperymentu. Pomiary powinny posiadać bardzo dobrą powtarzalność a warstwy być relatywnie łatwo preparowane. Ważną rzeczą jest kontrola gęstości upakowania nici DNA w warstwie analitycznej/sensorowej; warstwa zbyt gęsto upakowana nie sprzyja procesowi hybrydyzacji DNA, natomiast warstwa zbyt rzadko upakowana sprzyja procesom ubocznym, np.: niespecyficznej adsorpcji. Sam etap unieruchamiania nici na płaskiej powierzchni znacznie ogranicza jej swobodę. Pojedyncza nić DNA wchodząca w skład warstwy sensorowej musi mieć zatem wystarczająco dużo wolnej przestrzeni, aby móc utworzyć podwójną helisę DNA. Wybór odpowiedniej metody unieruchomienia sondy DNA na powierzchni przetwornika (elektrody) ma podstawowe znaczenie dla czułości i selektywności analitycznej. Dodatkową przeszkodą jest fakt, że próbniki redoks nie wykazują selektywnego powinowactwa 
w stosunku do jednej z form DNA (pojedynczej bądź podwójnej nici). Taka sytuacja komplikuje analizę rejestrowanego sygnału analitycznego, a przez to ogranicza limit detekcji. Do grupy próbników redoks oddziałujących zarówno z pojedynczą jak i podwójną nicią DNA należą m.in. pochodne antrachinonu. W takiej sytuacji dobrym rozwiązaniem wydaje się być zastosowanie sygnału różnicowego opisującego różnicę miedzy oddziaływaniami z jedną 
i drugą formą DNA. Z powodu powyżej opisanych ograniczeń, oprócz powszechnie stosowanej metody tworzenia warstwy analitycznej na drodze chemisorpcji nici DNA zmodyfikowanych łańcuchem tiolowym zastosowane zostały warstwy pośredniczące (łączące) w postaci złota koloidalnego (AuNPs) lub błonki alkilofenylowej, których zadaniem było nadanie warstwie analitycznej / sensorowej odpowiednich parametrów oraz poprawienie zakresu pracy i granicy detekcji. 

Warstwa łącząca w postaci złota koloidalnego została zastosowana w przypadku dwóch biosensorów. W jednym, pojedyncza nić DNA tworząca warstwę sensorową unieruchamiana była na drodze kowalencyjnego wiązania, a w drugim z wykorzystaniem powinowactwa streptawidyny i biotyny. Wprowadzona warstwa nanocząstek złota stanowiła dobrze zorganizowany i regularny film, którego jakość przekładała się na jakość warstwy analitycznej. Stwierdziłam, że dobrze zorganizowana, odtwarzalna, trwała i regularna warstwa złota koloidalnego może zostać utworzona tylko wtedy, gdy proces chemisorpcji przeprowadzany jest w temperaturze 4 (C. Uzyskane wyniki pokazują, że utworzenie dobrze zdefiniowanej, regularnej warstwy pośredniczącej poprawia parametry pracy konstruowanego biosensora. Zastosowanie przygotowanej w odpowiednich warunkach warstwy AuNPs znacznie obniżyło granicę detekcji biosensorów. 

Inną warstwą pośredniczącą, scharakteryzowaną w niniejszej rozprawie doktorskiej była warstwa utworzona w wyniku redukcji soli diazoniowej: tetrafluoroboranu 4−aminoetylobenzenodiazoniowego (AEBD). Filmy alkilofenylowe stosuje się z dużym sukcesem do modyfikacji podłóż węglowych. Uzyskana w wyniku elektroredukcji soli AEBD warstwa łącząca (aminoetylofenylowa) została scharakteryzowana pod względem regularności oraz rozkładu cząsteczek zredukowanej soli AEBD na powierzchni elektrody. Mikroskopia sił atomowych pozwoliła scharakteryzować tworzoną warstwę pod względem jej morfologii. Zostało określone rozłożenie grup fenylowych w warstwie, a także oszacowana jej grubość. Z kolei pomiary z wykorzystaniem spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni 
z modulacją polaryzacji światła (PM IRRAS) pozwoliły określić regularność utworzonej warstwy łączącej. Warstwa soli diazoniowej charakteryzowała się bardzo dobrymi parametrami, dzięki czemu utworzona na niej warstwa analityczna mogła być optymalna pod względem gęstości rozmieszczenia łańcuchów DNA. Trwałe związanie warstwy analitycznej z podłożem poprzez wytworzenie wiązania kowalencyjnego pozwoliło wyeliminować 
z procedury konstrukcji czujnika czynnik sieciujący (PEG), który w pewnym stopniu mógł ograniczać swobodę przestrzenną nici DNA, jak i znacznik procesu hybrydyzacji. W takich warunkach idealną techniką detekcji okazała się być elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna. 

Poza konstrukcyjnymi aspektami biosensorów hybrydyzacji DNA innym zagadnieniem omówionym w niniejszej rozprawie doktorskiej był wpływ wybranych toksykantów, w tym: związków chromu na różnym stopniu utlenienia, kilku herbicydów 
i insekcydów, a także wolnych rodników hydroksylowych na pracę wybranych biosensorów hybrydyzacji DNA. Zmiany w działaniu biosensora DNA są bezpośrednio związane 
z uszkodzeniami nici DNA, a więc obrazują działanie toksykantów na DNA człowieka. Dodatkowo zbadano także wpływ błędnych dopasowań zasad azotowych oligonukleotydowych sekwencji tworzących warstwę sensorową na intensywność sygnału detekcji. Wpływ w/w toksykantów na pracę biosensorów hybrydyzacji DNA oceniany był na podstawie zmian mierzonego sygnału analitycznego tj. wartości mierzonych prądów (woltamperometria), zmian oporu przeniesienia elektronu (EIS) i zmian częstotliwości / masy kryształu kwarcu (EQCM).

Działanie wybranych herbicydów, insekcydów oraz form chromu na różnym stopniu utlenienia na strukturę, a tym samym pracę biosensora hybrydyzacji DNA sprowadzało się 
w zasadzie do utleniania składników budulcowych podwójnej helisy DNA, głównie zasad azotowych. Już po kilku minutach działania wybranych pestycydów uzyskano nawet blisko 50 % spadek wartości mierzonych prądów utleniania guaniny. W przypadku związków chromu pomiary przeprowadzone zostały z udziałem chromu(VI) oraz chromu(VI) 
z dodatkiem wody utlenionej, z dodatkiem kwasu askorbinowego oraz z dodatkiem obu tych reduktorów. Dodatek substancji redukujących o różnej sile miał na celu uzyskanie bezpośredniej redukcji chromu(VI) do chromu(III) oraz redukcji przebiegającej przez pośrednie stopnie utlenienia (IV i V) charakteryzujące się najwyższą toksycznością. Uzyskane wyniki potwierdziły, że formy chromu na pośrednich stopniach utlenienia (IV i V) odznaczają się większą toksycznością niż chrom na VI stopniu utlenienia. Obserwowane spadki wartości prądów były większe niż w przypadku działania związków Cr(VI); wartości mierzonych prądów spadły o ponad 30 %. Nawet dodatek kwasu askorbinowego (przeciwutleniacza) do mieszaniny jonów chromianowych z nadtlenkiem wodoru nie zapobiegł w znacznym stopniu uszkodzeniom nici DNA. 

Stopień uszkodzenia nici DNA spowodowany działaniem wolnych rodników hydroksylowych, uzyskanych na drodze reakcji Fentona, w ramach wstępnych eksperymentów został zbadany dla podwójnej nici DNA pochodzenia naturalnego 
(z grasicy cielęcej) a następnie dla programowanych sekwencji DNA zastosowanych 
w konstrukcji biosensora DNA. Wyniki uzyskane za pomocą różnych technik (woltamperometrii prostokątnej fali, EQCM, AFM i spektroskopii UV oraz CD) pozwoliły sądzić, że w trakcie działania rodników (OH dochodzi do utleniania zasad azotowych, rozrywania wiązań fosfodiestrowych, oraz zmian konformacyjnych wskutek fragmentacji nici DNA. W obecności przeciwutleniacza (tokoferolu) wymienione uszkodzenia podwójnej nici DNA nie miały miejsca. W świetle uzyskanych wyników postanowiłam sprawdzić jak w/w zmiany w nici DNA spowodowane działaniem rodników (OH będą wpływały na pracę biosensora DNA. Dla pełniejszej analizy konstruowany biosensor traktowany był wolnymi rodnikami hydroksylowymi przed i po procesie hybrydyzacji. Na podstawie wykonanych pomiarów można wnioskować, że po działaniu (OH pojedyncze nici DNA tworzące warstwę sensorową były niemal całkowicie niezdolne do procesu hybrydyzacji; wydajność procesu hybrydyzacji była niezwykle niska, co miało przełożenie na czułość konstruowanego biosensora DNA oraz stężeniowy zakres jego pracy. W odróżnieniu od pojedynczej nici DNA wystawienie podwójnej nici DNA na działanie wolnych rodników nie spowodowało tak znacznych uszkodzeń w strukturze DNA. 
Wpływ błędnych dopasowań na strukturę biosensora oraz transport ładunku został zbadany na przykładzie sekwencji zawierającej pojedyncze oraz podwójne (odseparowane 
i sąsiadujące) błędne dopasowania zasad azotowych dla dwóch różnych biosensorów. 
W przypadku sekwencji zawierających błędnie dopasowane (niekomplementarne) zasady azotowe, utworzona w wyniku procesu hybrydyzacji podwójna nić DNA zawiera w swojej strukturze luki stanowiące jednocześnie lokalne defekty warstwy biosensora. Dla wszystkich badanych sekwencji zasad azotowych zawierających błędne dopasowania obserwowany był spadek wartości oporu przeniesienia elektronu w eksperymentach EIS w stosunku do wartości uzyskanych dla całkowicie komplementarnej nici DNA. Obecność błędnych dopasowań powoduje powstawanie zmian strukturalnych podwójnej nici DNA; przede wszystkim prowadzi do lokalnego rozluźnienia i rozwinięcia helisy. Wówczas utworzona warstwa biosensora może być bardziej nieregularna i zawierać defekty. W przypadku biosensora 
z detekcją EIS zakres zmian wartości (Rct był ściśle związany z umiejscowieniem błędnych dopasowań zasad azotowych w łańcuchu DNA. Natomiast w przypadku biosensora, którego detekcja była oparta na elektrochemicznym sygnale próbnika redoks unieruchomionego na powierzchni biosensora, umiejscowienie błędnie dopasowanych zasad w łańcuchu DNA nie miało większego znaczenia. Niedopasowane względem siebie zasady azotowe bez względu na miejsce występowania w łańcuchu DNA zaburzały proces przeniesienia elektronu pomiędzy próbnikiem redoks a powierzchnią elektrody. W wyniku tego nie wszystkie cząsteczki próbnika związane z powierzchnią biosensora mogły ulec procesowi redoks.

Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej i uzyskane w trakcie studiów doktoranckich opublikowane zostały w pięciu pracach naukowych w czasopismach 
o charakterze międzynarodowym (Biophysical Chemistry 1x, Electroanalysis 3x, Biosensors and Bioelectronics 1x). Kolejna publikacja opisująca wyniki będące częścią niniejszej pracy badawczej znajduje się w recenzji.
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