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Projektowanie narzedzi (bio)analitycznych wykorzystujacych kwasy nukleinowe -

od oddzialywan molekularnych do zastosowan praktycznych

Elektrochemiczne biosensory DNA stanowia obiecujaca alternatywe¢ dla klasycznych
metod analitycznych, oferujac szybkie i tanie oznaczenia bezposrednio w miejscu pobrania
nawet w probkach o ztozonej matrycy. Aktualne kierunki ich rozwoju koncentruja si¢ w duzej
mierze na miniaturyzacji 1 integracji z urzadzeniami przenosnymi oraz nowych mozliwosciach
oferowanych przez wykorzystanie nanomaterialow. Kluczowym wyzwaniem pozostaje
réwniez optymalizacja sktadu warstw receptorowych, poglgbienie wiedzy na temat
mechanizmow oddzialywan molekularnych oraz poprawa jakosci powierzchni miniaturowych
elektrod, co jest niezbedne dla dalszego zwiekszenia czutosci, zakresu detekcji 1 niezawodnos$ci
biosensorow w rzeczywistych zastosowaniach.

Niniejsza praca koncentrowala si¢ na zbadaniu wzajemnych oddzialywan pomigdzy
sktadnikami probek 1 roztworo6w pomiarowych a komponentami warstw receptorowych
elektrochemicznych biosensorow DNA oraz ocenie ich wptywu na parametry pracy czujnikow,
takie jak granica wykrywalnosci, selektywno$¢ 1 stabilno$¢ sygnatu pradowego.
Przeanalizowano wybrane oddziatywania pomiedzy warstwa receptorowa (w tym sondami
DNA, aptamerami, czynnikami blokujacymi powierzchni¢), sktadnikami probki (tj. analitami,

biatkami, sktadnikami buforéw) oraz powierzchniami elektrod i nanoczastek magnetycznych



jako sorbentow kwasow nukleinowych. Okre§lono warunki funkcjonowania warstw
receptorowych zapewniajace ich stabilno$¢ podczas przechowywania oraz mozliwo$é
wykorzystania w nowoczesnych systemach analitycznych. Opracowane rozwigzania
wykorzystano do detekcji biomarkerow genetycznych, takich jak wybrane fragmenty genow
wirusa SARS-CoV-2 czy bakterii Corynebacterium diphtheriae oraz oznaczania jonéw rteci
(Hg*) i selenianow (SeO4*).

W pierwsze] czesci pracy opisano elektrochemiczne biosensory DNA, ich znaczenie
w diagnostyce medycznej 1 analizach $rodowiskowych oraz podstawowe mechanizmy
dzialania z uwzglednieniem podziatu na geno- i aptasensory. Uwage poswiecono réwniez
technikom wykorzystywanym w detekcji sygnatow pradowych oraz wpltywowi rodzaju
powierzchni elektrodowej na jako$¢ uzyskiwanych warstw receptorowych. Nastepnie
omowiono wiodace obecnie kierunki rozwoju biosensordw, takie jak miniaturyzacja i integracja
z systemami diagnostycznymi typu point-of-care, co pozwala na prowadzenie analiz w miejscu
pobrania probki. W tej czedci zawarto réwniez przeglad strategii poprawy parametrow
analitycznych, obejmujacych projektowanie warstw receptorowych, zastosowanie
nanomateriatow 1 optymalizacje sktadu buforow pomiarowych, a takze omowiono rdzne typy
oddziatywan molekularnych, wptywajacych na rejestrowang odpowiedz pradowa czujnikow
DNA.

Pierwsza czg$¢ przeprowadzonych badan dotyczyla roli wypetiaczy w strukturze
samoorganizujagcych si¢ monowarstw (SAM) stosowanych jako warstwy receptorowe.
Tradycyjnie stosowany w tym celu zwigzek, 6-merkapto-1-heksanol (MCH), poréwnano
zinnymi wypelniaczami, m.in. dietyloditiokarbaminianem sodu (DEDTC), 2-
fenyloetylotiolem (2-PhET), czy cysteaming (CHC). Badania wykazaty, ze DEDTC znaczaco
zmniejszal interferencje ze strony biatek obecnych w probce, zapewnial wyzsze natezenie
rejestrowanego sygnatu pradowego 1 moégt by¢ z powodzeniem zaimplementowany
w konstrukcji czujnika do wykrywania materialu genetycznego Corynebacterium diphtheriae
z wykorzystaniem biekitu metylenowego jako znacznika kowalencyjnie zwigzanego
z sekwencjg sondy.

W  kolejnym etapie dokonano poréwnania rdéznych typow  przetwornikodw
elektrochemicznych ze zlotymi elektrodami pracujacymi, w tym: klasycznych elektrod
dyskowych, planarnych przetwornikow sitodrukowanych oraz przetwornikoéw wykonanych
w technologii osadzania fizycznego z fazy gazowej (PVD). Przetworniki te pordwnano pod
katem morfologii powierzchni (badania SEM, profilometria), wtasciwosci elektrochemicznych

(woltamperometria cykliczna - CV, woltamperometria fali prostokatnej - SWV) oraz

8



mozliwo$ci wytwarzania samoorganizujgcych si¢ monowarstw DNA. Przeprowadzone badania
ujawnity roznice migdzy badanymi typami elektrod. Przetworniki PVD wykazaty wyjatkowo
niska chropowatos¢ 1 wysoka powtarzalno$¢ uzyskiwanych sygnatéw elektrochemicznych
w porOwnaniu z przetwornikami sitodrukowanymi, ktore charakteryzowaly sie wigksza
zmienno$cig migdzy seriami i1 niskg stabilnoscig sygnatu pradowego. Zastosowanie
przetwornikéw PVD pozwolilo na wytworzenie warstw receptorowych typu SAM
z zastosowaniem sond molekularnych DNA o konformacji spinki, znakowanych btekitem
metylenowym, co umozliwito detekcj¢ genetycznych markerow SARS-CoV-2. Wykazano, ze
biosensory na bazie przetwornikéw PVD sg obiecujaca alternatywa dla klasycznych ztotych
elektrod dyskowych w potencjalnych przyszlych zastosowaniach w nowo konstruowanych
systemach diagnostycznych.

Opracowane w toku dalszych badan elektrochemiczne aptasensory: rtgciowy
i selenianowy, stanowig narzedzia analityczne do wykrywania jonow o udokumentowanej
szkodliwo$ci 1 znaczeniu S$rodowiskowym. W przypadku aptasensorow rtgciowych
zastosowanie  sekwencji  polityminowych  umozliwito  wytworzenie  stabilnych,
miedzyczasteczkowych mostkow T-Hg*-T w obecnosci jonéow rteci(Il), a badania
elektrochemiczne i QCM potwierdzily postulowany mechanizm dziatania. Aptasensor wykazat
wysoka selektywno$¢ oraz stabilno$¢ sygnalu nawet po kilkukrotnej regeneracji.
Zidentyfikowano wplyw sktadnikow badanych roztworéw na tworzenie mostkéw T-Hg?*-T, co
pozwolito opracowaé gotowe rozwigzanie analityczne do detekcji jondw rteci w probkach
wody na poziomie subpikomolarnym. Zastosowanie elastycznych przetwornikow
w technologii PVD umozliwilo réwniez miniaturyzacje czujnikow Hg?* na potrzeby
potencjalnych, przysztych konstrukcji urzadzen przeno$nych przeznaczonych do analizy
srodowiskowe;.

Opisany w kolejnej publikacji aptasensor do detekcji aniondéw selenianowych(VI)
opracowano w oparciu o nowo wyselekcjonowany aptamer specyficzny wobec jonéw SeO4>,
uzyskany w procesie SELEX. Wykorzystanie btekitu metylenowego jako markera redoks
umozliwilo monitorowanie zmian sygnatu elektrochemicznego wynikajacych z wigzania
analitu. Badania nad doborem warunkéw pomiarowych wykazaty, ze detekcja selenianéw(VI)
przebiega najlepiej w $rodowisku o pH = 4,0. Pozwolilo to na osiggnigcie granicy
wykrywalnosci rzedu 1 nM oraz wysokiej selektywnosci wobec SeOs*> w obecnosci jonow
przeszkadzajacych. Opracowany aptasensor testowano w rzeczywistych probkach wody, co

potwierdzito jego skuteczno$¢ w detekcji wspomnianej postaci selenu. Potwierdzono réwniez



stabilno$¢ sygnatu przechowywanego czujnika oraz mozliwos¢ regeneracji za pomocg metody
zaproponowanej w pracy.

W  ostatniej czeSci rozprawy skoncentrowano si¢ na opracowaniu nanoczastek
magnetycznych o rdzeniach FesOs 1 réznych modyfikacjach powierzchniowych oraz ich
zastosowaniu w wydzielaniu kwasow nukleinowych. W badaniach poréwnano nanoczastki
pokryte m.in. polietylenoiming (PEI), ztotem, krzemionka lub utlenionym grafenem, ktore
cechowaly si¢ odmiennymi mechanizmami oddziatywan z DNA. Wykazano, ze nanoczastki
pokryte PEI charakteryzuja si¢ najwyzszag wydajnoscia adsorpcji dzieki silnym
oddziatywaniom elektrostatycznym i ich duzej stabilno$ci koloidalnej w szerokim zakresie pH.
Odpowiednio dobrane warunki procesu pozwolity na uzyskanie wysokiej efektywnosci
wydzielania kwas6w nukleinowych z przygotowanych probek, co stanowi nowa wiedzg istotng
z punktu widzenia technologii oczyszczania materiatu genetycznego.

Podsumowujac, praca ta wnosi nowa wiedzg w zakresie projektowania i optymalizacji
warstw receptorowych, mechanizmow molekularnych proceséw na powierzchni elektrod oraz
wplywu $rodowiska pomiarowego na parametry biosensorow DNA. Zaproponowano nowe
formy nos$nikow bazujacych na funkcjonalizowanych nanoczastkach magnetycznych,
mogacych znalez¢ zastosowanie w separacji kwasow nukleinowych jak rowniez
zademonstrowano potencjal aplikacyjny opracowanych czujnikow DNA w detekcji
biomarkeréw genetycznych (Corynebacterium diphtheriae 1 SARS-CoV-2) oraz jondw rteci
(Hg?") 1 selenianéw (SeO4*") w probkach rzeczywistych, jak rowniez udowodniono mozliwos¢

ich p6zniejszej miniaturyzacji.

Stowa kluczowe: elektrochemiczne biosensory DNA, aptasensory, samoorganizujace si¢

monowarstwy, analiza srodowiskowa, diagnostyka molekularna, nanomateriaty
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Designing (bio)analytical tools involving nucleic acids - from molecular interactions

to practical applications

Electrochemical DNA biosensors represent a promising alternative to classical analytical
methods, offering rapid and cost-effective on-site detection, even in complex matrices. Current
advancements focus primarily on biosensors miniaturization, integration into portable devices,
and the employment of nanomaterials to enhance sensor performance. Key challenges remain
in optimizing receptor layer composition, refining the understanding of molecular interactions,
and improving the surface quality of miniaturized electrodes to further enhance biosensor
sensitivity and reliability in real-world applications.

The present work focuses on investigating the interactions between the sample and
components of the measurement solution and the elements of receptor layers in electrochemical
DNA biosensors and evaluating their impact on sensor performance including detection limit,
selectivity and current signal stability. The research scope covered interactions between the

receptor layer (DNA probes, aptamers, surface blocking agents), sample components (analytes,
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proteins, buffer components), electrode surfaces and magnetic nanoparticles as nucleic acid
sorbents. Optimal conditions for the functioning of receptor layers were determined to ensure
their stability during storage and the possibility of their use in modern analytical systems. The
developed solutions have found application in the detection of genetic biomarkers, such as
selected SARS-CoV-2 virus gene fragments and bacteria Corynebacterium diphtheriae, as well
as in environmental analysis, in the determination of mercury ions (Hg*) and
selenates (SeO4*").

The first section of this work describes electrochemical DNA biosensors, emphasizing their
significance in medical diagnostics and environmental monitoring. It also outlines their
fundamental working principles, distinguishing between geno- and aptasensors. Focus was also
placed on the techniques used for detecting current signals and the influence of the type of
electrode surface on the quality of the obtained receptor layers. Subsequently, the leading
current trends in biosensor development were discussed, including miniaturization and
integration with point-of-care diagnostic systems, enabling on-site sample analysis. This
section also provides an overview of strategies for improving analytical performance, including
receptor layer design, use of nanomaterials and optimization of the composition of the
measurement medium, and discusses different types of molecular interactions affecting the
recorded current response of DNA biosensors.

The initial part of the conducted studies focused on the role of electrode blocking agents
(EBASs) in the construction of receptor layers based on self-assembled monolayers (SAMs). The
compound traditionally used for this purpose, 6-mercapto-1-hexanol (MCH), was compared
with other EBAs including sodium diethyldithiocarbamate (DEDTC), 2-phenylethylthiol (2-
PhET), or cysteamine (CHC). The study showed that DEDTC significantly reduced
interferences from sample proteins, provided a higher intensity of the recorded current signal,
and could be successfully implemented in a sensor design for detecting Corynebacterium
diphtheriae genetic material using methylene blue as a marker covalently linked to the probe
sequence.

A comparative analysis of different electrochemical transducers was also conducted,
including classical gold disk electrodes, planar screen-printed transducers and electrodes
fabricated using physical vapor deposition (PVD) technology. Various transducers were
compared in terms of surface morphology (SEM studies, profilometry), electrochemical
properties (cyclic voltammetry - CV, square wave voltammetry - SWV) and applicability as
substrates for self-assembly of DNA monolayers. The results revealed significant differences

between the types of electrodes studied. PVD transducers showed extremely low roughness and
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high repeatability of electrochemical signals compared to screen-printed transducers, which
were characterized by higher inter-series variability and low stability of the obtained current
signal. The use of PVD transducers allowed the fabrication of SAM-type receptor layers using
methylene blue-labeled molecular DNA probes with a hairpin conformation, which enabled the
detection of SARS-CoV-2 genetic biomarkers. Biosensors based on PVD transducers were
shown to be a promising alternative to classical gold disk electrodes in potential applications in
future novel diagnostic systems.

The electrochemical aptasensors for mercury and selenate detection, developed in the
course of further research, provide solutions for the detection of ions of documented
harmfulness and environmental significance. In the case of the mercury aptasensors, the use of
polythymine sequences enabled the formation of stable intermolecular T-Hg?"-T bridges in the
presence of mercury(Il) ions, and electrochemical and QCM studies confirmed the postulated
working mechanism. The aptasensor showed high selectivity and signal stability even after
several regenerations. The effect of the components of the tested solutions on the formation of
T-Hg**-T bridges was also identified, which allowed the development of a ready-made
analytical solution for the detection of mercury(Il) ions at the subpicomolar level in water
samples. The use of flexible transducers using PVD technology also enabled the miniaturization
of Hg?" sensors for potential future designs of portable devices for environmental analysis.

The aptasensor for detecting selenate(VI) anions described in the next publication was
developed based on a newly selected aptamer specific for SeO+* ions, obtained through the
SELEX process. The use of methylene blue as a redox marker enables the monitoring of
electrochemical signal changes associated with analyte binding. Studies on the optimization of
measurement conditions demonstrated that selenate(VI) detection is the most effective in a pH
= 4.0, which allowed for a detection limit of 1 nM and high selectivity towards SeO+*" in the
presence of interfering ions. The developed aptasensor was tested in real water samples, which
confirmed its effectiveness in detecting the mentioned selenium species. The stability of the
stored sensor response was also confirmed, as well as the possibility of its regeneration using
the method proposed in this study.

The final part of the study focused on the development of magnetic nanoparticles with
FesOs cores and various surface modifications for nucleic acid separation. The study compared
nanoparticles coated i.e. with polyethyleneimine (PEI), gold, silica or graphene oxide, which
exhibited different mechanisms of interaction with DNA. PEl-coated nanoparticles
demonstrated the highest DNA adsorption efficiency due to strong electrostatic interactions and

high colloidal stability over a wide pH range. Appropriately selected process conditions enabled
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high efficiency of nucleic acid separation from the prepared samples, contributing to
advancements in genetic material isolation technology.

In summary, this study brings new knowledge in the design and optimization of receptor
layers, molecular mechanisms of processes on the electrode surface, and the influence of the
measurement environment on the performance of DNA biosensors. Novel sorbents based on
functionalized magnetic nanoparticles have been proposed, demonstrating potential
applications in nucleic acid separation and biosensing. Furthermore, the developed DNA
biosensors have proven effective in detecting genetic biomarkers (Corynebacterium
diphtheriae and SARS-CoV-2) and environmentally significant ions such as mercury (Hg*")
and selenate (SeO+*"), which underscores their potential for real-world applications. The

feasibility of their future miniaturization was also confirmed.

Keywords: electrochemical DNA biosensors, aptasensors, self-assembled monolayers,

environmental analysis, molecular diagnostics, nanomaterials
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Wykaz skrotow

AC1P.W1.R2 — ang. screen-printed electrodes with polished surface, elektrody sitodrukowane
z polerowang powierzchnig

AC1.W1.R2 — ang. screen-printed electrodes with unpolished surface, elektrody sitodrukowane
z powierzchnig niepolerowana

aPCR —ang. asymmetric polymerase chain reaction, asymetryczna reakcja tancuchowa polimerazy
APTMS — ang. (3-aminopropyl)trimethoxysilane, (3-aminopropylo)trimetoksysilan

ATP — ang. adenosine 5'-triphosphate, adenozyno-5'-trifosforan

BDT — ang. /,3-benzenedithiol, 1,3-benzenoditiol

c¢DNA — ang. complementrary DNA, komplementarny DNA

CHC - ang. cysteamine hydrochloride, chlorowodorek cysteaminy

CMD - ang. carboxymethyldextran, karboksymetylodekstran)

COVID-19 — ang. coronavirus disease 2019, koronawirus

CV —ang. cyclic voltammetry, woltamperometria cykliczna

DABCYL - ang. (4-(4'-Dimethylaminophenylazo)benzoic acid), (kwas 4-(4'-dimetyloamino-
fenylazo)benzoesowy)

DEDTC — ang. sodium diethyldithiocarbamate, dietylditiokarbaminian sodu

DLS — ang. dynamic light scattering, dynamiczne rozpraszanie $wiatla

DMSO - ang. dimethyl sulfoxide, dimetylosulfotlenek

DNA —ang. deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy

DPV — ang. differential pulse voltammetry, woltamperometria pulsowa roznicowa

DRP C223 AT - ang. screen-printed electrodes with high curing temperature ink, elektrody
sitodrukowane utwardzane w wysokiej temperaturze

DRP C223 BT — ang. screen-printed electrodes with low curing temperature ink, elektrody
sitodrukowane utwardzane w niskiej temperaturze

dsDNA — ang. double-stranded deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy dwunciowy
E — ang. envelope, biatko otoczki

EBA — ang. electrode blocking agent, $rodek blokujacy powierzchni¢ elektrody

EDTA — ang. ethylenediaminetetraacetic acid, kwas wersenowy

EIS — ang. electrochemical impedance spectroscopy, elektrochemiczna spektroskopia
impedancyjna

FAM — ang. fluorescein amidite, amid fluoresceiny

FET — ang. field-effect transistor, tranzystory polowe

FRET - ang. fluorescence resonance energy transfer, transfer energii rezonansu fluorescencyjnego
FT-IR — ang. Fourier transform infrared spectroscopy, spektroskopia w podczerwieni
z transformacjg Fouriera

GO - ang. graphene oxide, utleniony grafen

GOCOOH - ang. carboxylated graphene oxide, utleniony grafen karboksylowany

HEPES - ang. 2-/4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid, kwas hydroksyetylo-
piperazynoetanosulfonowy

ICP-MS/MS — ang. inductively ioupled ilasma - tandem mass spectrometry, tandemowa
spektrometria mas z jonizacja w plazmie sprz¢zonej indukcyjnie

10T — ang. internet of things, technologia internetu rzeczy

LNA — ang. locked nucleic acid, analog DNA

LSCM - ang. laser scanning confocal microscopy, laserowa mikroskopia konfokalna

MB — ang. methylene blue, btekit metylenowy

MCE — ang. 2-mercaptoethanol, 2-merkaptoetanol

MCH - ang. 6-mercapto-1-hexanol, 6-merkapto-1-heksanol

MES — ang. 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, kwas 2-(N-morfolino)etanosulfonowy

miRNA — ang. micro RNA, jednoniciowa czgsteczka RNA o dtugosci od 21 do 23 nukleotydow,
MNP — ang. magnetic nanoparticle, nanoczastka magnetyczna
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MOPS — ang. 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid, kwas 3-(N-morfolino)propanosulfonowy
MUA — ang. 1/1-mercaptoundecanoic acid, kwas 11-merkaptoundekanowy

N — ang. nucleocapsid, biatko nukleokapsydu koronawirusa

NGS — ang. next generation sequencing, sekwencjonowanie nastgpnej generacji

PCR - ang. polymerase chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy

PE — ang. [-pentanethiol, 1-pentanotiol

PEG — ang. polyethylene glycol, poli(glikol etylenowy)

PEI — ang. polyethylenimine, polietylenoimina

PET — ang. polyethylene terephthalate, poli(tereftalan etylenu)

PNA — ang. peptide nucleic acid, kwas peptydonukleinowy

POC - ang. point-of-care, w miejscu opieki nad pacjentem

2-PhET — ang. 2-phenylethanethiol, 2-fenyloetanotiol

poliA — ang. polyA, sekwencja DNA ztozona z adenin

poliT — ang. polyT, sekwencja DNA ztozona z tymin

PVD — ang. physical vapour deposition, fizyczne osadzanie z fazy gazowej

QCM(-D) — ang. quartz crystal microbalance (with dissipation monitoring), mikrowaga kwarcowa
(z monitorowaniem rozproszenia)

qPCR - ang. quantitative polymerase chain reaction, ilosciowa reakcja tancuchowa polimeraz
RdRp — ang. RNA-dependent RNA polymerase, polimeraza RNA zalezna od RNA

RNA — ang. ribonucleic acid, kwas rybonukleinowy

RT-PCR - ang. reverse-transcription polymerase chain reaction, reakcja fancuchowa polimerazy
z odwrotng transkrypcja

SAM - ang. self-assembled monolayer, warstwa samoorganizujaca si¢

SARS-CoV-2 — ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, drugi koronawirus ci¢zkiego
ostrego zespotu oddechowego

SELEX — ang. Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment, systematyczna
ewolucja ligandow poprzez wzbogacanie

SEM — ang. scanning electron microscopy, skaningowa mikroskopia elektronowa

SMFS — ang. single-molecule force spectroscopy, spektroskopia sit pojedynczych czasteczek
SPR — ang. surface plasmon resonance, rezonans plazmondow powierzchniowych

ssDNA — ang. single-stranded deoxyribonucleic acid, kwas deoksyrybonukleinowy jednoniciowy
STEM - ang. scanning transmission electron microscopy, skaningowa transmisyjna mikroskopia
elektronowa

SWYV — ang. square wave voltammetry, woltamperometria fali prostokatnej

TAMRA — ang. ftetramethylrhodamine, tetrametylorodamina.

TGA — ang. thermogravimetric analysis, termograwimetria

TMOS — ang. tetramethyl orthosilicate, ortokrzemian tetrametylu

TOX - ang. tox gene fragment of Corynebacterium diphtheriae strain, fragment genu
toksynotworczego szczepu maczugowca btonicy

TRIS - ang. 2-amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, 2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-
propanodiol

UV-Vis — ang. ultraviolet-visible spectroscopy, spektroskopia ultrafioletowa-widzialna

WHO - ang. World Health Organization, Swiatowa Organizacja Zdrowia

ZNA — ang. zip nucleic acid, modyfikowane kwasy nukleinowe ZIP
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1. Wprowadzenie w problematyke podjetych badan

Biosensory DNA stanowig istotny krok w kierunku precyzyjnej i dostepnej analityki
ztozonych probek rzeczywistych. Umozliwiaja one m. in. bezposrednie wykrywanie
specyficznych sekwencji kwaséw nukleinowych, a takze substancji o istotnym znaczeniu dla
zdrowia publicznego czy ochrony srodowiska. Diagnostyka medyczna jest jedng z najprezniej
rozwijajacych si¢ gatezi medycyny. Poszukiwane sg coraz to nowsze rozwigzania, majgce na
celu usprawnienie 1 zwickszong wiarygodnos¢ prowadzonych analiz w celu poprawy jakosci
opieki zdrowotnej. Do niedawna wykonywanie oznaczen byto mozliwe niemal wylacznie
W laboratorium analitycznym wyposazonym Ww specjalistyczny sprzgt oraz przez
wykwalifikowany personel. Niestety wigze si¢ to z niedogodnos$ciami, m. in. wydtuzonym
czasem oczekiwania na wynik analiz spowodowanym transportem probek czy ryzykiem
interferencji z uwagi na sposob ich przechowywania [1]. Przyktadem potencjalnej roli
biosensoréw w diagnostyce mogtoby by¢ ich szerokie wykorzystanie do szybkiej identyfikacji
materiatu genetycznego wirusa SARS-CoV-2 podczas pandemii COVID-19, co pozwolitoby
na eliminacje wyzej wymienionych problemow, a co za tym idzie skuteczniejsze zarzadzanie
kryzysowe [2,3].

Roéwnie istotnym obszarem badan jest analiza §rodowiskowa, ktéra odgrywa kluczowa
role w monitorowaniu czynnikéw stanowigcych zagrozenie dla ludzi i ekosystemow. W tym
przypadku biosensory DNA moga by¢ wykorzystywane m. in. do detekcji jonowych form
toksycznych pierwiastkOw, takich jak rte¢, selen, otdéw czy kadm, ktore sg szkodliwe nawet
w minimalnych stezeniach. Pierwiastki te majg tendencj¢ do bioakumulacji, gromadzac si¢
w organizmach wodnych i przenoszac na wyzsze poziomy troficzne, co stanowi zagrozenie dla
ekosystemow wodnych oraz zdrowia ludzkiego, prowadzac m. in. do uszkodzen uktadu
nerwowego, zaburzen metabolicznych czy choréb nowotworowych. Z tego wzgledu konieczne
jest opracowanie narzedzi ciggltego monitorowanie ich obecnosci w srodowisku [4—6].

Pomimo znaczacego postgpu W rozwoju biosensorow w ostatnim czasie, nadal istnieja
wyzwania technologiczne ograniczajace powszechne zastosowanie elektrochemicznych
czujnikow DNA poza laboratoriami analitycznymi. Opracowywane metody oznaczania
zaré6wno matoczasteczkowych analitow, jak 1 biomarkerow genetycznych powinny cechowac
si¢ selektywnoscia, mozliwosciag detekcji niskich stgzen oznaczanych substancji oraz krotkim
czasem analizy, a proponowane rozwigzania powinny w perspektywie dawa¢ mozliwo$¢
wykorzystania w zminiaturyzowanych systemach. Wysitki badawcze ukierunkowane sg

réwniez na automatyzacj¢ catej procedury analitycznej, W ktdrej obstuga przez uzytkownika
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koncowego bytaby ograniczona do wprowadzenia §wiezo pobranego materialu do przeno$nego
urzadzenia bezposrednio W miejscu pobrania probki. Jedna z obiecujacych odpowiedzi na
powyzsze wyzwania moze by¢ implementacja elektrochemicznych biosensorow DNA
w rutynowych procedurach analitycznych.

Waznym zagadnieniem konstrukcyjnym jest uzyskanie stabilnych i powtarzalnych warstw
receptorowych, ktore zapewnig odporno$¢ na sktadniki ztozonych matryc biologicznych
i srodowiskowych. Integracja biosensorow z przenosnymi systemami detekcyjnymi,
wymagajaca jednocze$nie obnizenia kosztOw i zapewnienia dtugoterminowej stabilnosci,
stanowi kolejne istotne ograniczenie technologiczne. Problemy te sa dodatkowo potggowane
przez czesto niedostateczng jako$¢ powierzchni elektrod, wptywajaca bezposrednio na
wiarygodno$¢ rezultatbw pomiarow. Mechanizmy oddziatywan DNA z powierzchniami
elektrod i nanomateriatami mogacymi petnié¢ role sorbentow wciaz sg stabo poznane, co
utrudnia dalszy rozwdj czujnikdw pod katem zwigkszenia selektywnosci i obnizenia granicy
wykrywalnosci.

Motywacja do podjecia badan byla potrzeba opracowania stabilnych i tatwych w uzyciu
biosensoréw DNA, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w szybkim 1 wiarygodnym oznaczaniu
analitéw, takich jak biomarkery genetyczne oraz jony nieorganiczne. Uwage poswigcono
projektowaniu warstw receptorowych o zwigkszonej odpornosci na zaktocenia ze strony
sktadnikéw probek oraz dalszym obnizeniu granic wykrywalno$ci oferowanych przez czujniki
DNA. Istotnym elementem badan bylo tez opracowanie biosensoréw na tanich, planarnych
przetwornikach oraz wykorzystanie nanomaterialow do wydzielania kwaséw nukleinowych,
z mys$la o stworzeniu kompleksowych rozwigzan diagnostycznych umozliwiajacych w dalszej

perspektywie prowadzenie wiarygodnych analiz rowniez poza laboratorium.
1.1  Charakterystyka i podzial elektrochemicznych biosensorow DNA

Ponizszy podrozdzial ma na celu przyblizenie wybranych aspektow aktualnego stanu
wiedzy w zakresie elektrochemicznych biosensorow DNA, ze szczegdlnym uwzglednieniem
genosensoroOw 1 aptasensoroOw oraz ich praktycznych zastosowan. Omowione zostang
podstawowe zasady dziatania czujnikow, istotne z punktu widzenia detekcji specyficznych
sekwencji DNA oraz wykrywania jondéw nieorganicznych, takich jak Hg** 1 SeO+*
z wykorzystaniem aptamerdw jako receptoréw molekularnych. Znalazt si¢ tu takze przeglad
technik elektrochemicznych stosowanych zarowno do odczytu sygnatu analitycznego, jak
1 charakteryzacji warstw receptorowych czujnikow DNA. Przedstawiono strategie generowania

sygnatu, w tym podejscia bezznacznikowe oraz wykorzystujace znaczniki redoks, wraz
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z krytyczng analiza opisanych rozwigzan. Uwage poswigcono rowniez wymaganiom
stawianym powierzchniom elektrod oraz perspektywom zastosowania tych technologii
w zminiaturyzowanych systemach, ktore umozliwiaja prowadzenie oznaczen w miejscu

pobrania probki.
1.1.1 Genosensory - detekcja specyficznych sekwencji DNA

Zastosowanie w  bioanalityce receptorow w postaci jednoniciowych sond
oligonukleotydowych jest mozliwe dzigki ich zdolnosci do selektywnego oddzialywania
z sekwencja komplementarng w procesie hybrydyzacji. Zjawisko to polega na spontanicznym
parowaniu si¢ zasad o catkowitej lub czgsciowej komplementarnosci, pochodzacych z réznych
nici kwaséw nukleinowych. Powstanie stabilnych struktur dwuniciowych mozliwe jest wtedy,
gdy istniejg komplementarne odcinki kwasow nukleinowych o dlugosci co najmniej kilkunastu
nukleotydéw, co znajduje zastosowanie w projektowaniu sond molekularnych genosensorow
do wykrywania zardwno dtuzszych sekwencji, jak i niewielkich czasteczek np. miRNA [7-9].
Biomarkery genetyczne specyficzne dla Corynebacterium diphtheriae i SARS-CoV-2 stanowia
wazny cel w diagnostyce i monitorowaniu zakazen, umozliwiajac identyfikacj¢ tych
patogendw. W przypadku C. diphtheriae wykrycie genéw zwigzanych z toksynotwoérczoscia,
takich jak gen TOX, pozwala odrozni¢ szczepy potencjalnie zdolne do wywotania btonicy od
nieszkodliwych wariantow [10]. Ich identyfikacja typowo odbywa si¢ poprzez analiz¢ probki
po amplifikacji DNA metoda PCR, co umozliwia potwierdzenie obecno$ci patogenu
niezaleznie od etapu zakazenia. Diagnostyka SARS-CoV-2 opiera si¢ natomiast na detekcji
materiatu genetycznego wirusa po amplifikacji metoda RT-PCR, pozwalajaca na powielenie
w postaci DNA specyficznych regionéw matrycy RNA, takich jak geny E, N1 RdRp [11].

Sondy oligonukleotydowe stosowane jako receptory molekularne w sensorach
elektrochemicznych powinny cechowac si¢ wysokim powinowactwem do oznaczanego analitu.
Dotyczy to rowniez ich unieruchomionej postaci na powierzchni elektrody. Istotnymi
kierunkami badan nad rozwojem sensoréw DNA staje si¢ zatem poszukiwanie zarowno nowych
sekwencji o pozadanych zdolnosciach selektywnego wigzania ligandow, jak réwniez
zdobywanie wiedzy na temat mechanizmoéw przebiegu procesow powierzchniowych
indukowanych wigzaniem analitu w warstwie bioczulej. Ich poznanie moze przyczyni¢ si¢ do
lepszego wykorzystania potencjatu drzemigcego w aktualnie znanych receptorach
oligonukleotydowych [12—-14].

Wsérod réznych typow genosensordéw, szczegdlng uwage zwracajg konstrukcje

wykorzystujace unieruchomione na powierzchni przetwornika sondy z przylaczonymi
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kowalencyjnie znacznikami redoks [15,16]. Znaczniki te petnig role no$nikow sygnatu, co
umozliwia rejestrowanie zmian zachodzacych w wyniku hybrydyzacji sondy z docelowa
sekwencjag DNA. Proces ich wigzania powoduje zmian¢ dostepnosci znacznika redoks
wzgledem powierzchni elektrody, co przeklada si¢ na zmiang¢ intensywnosci sygnatu
pradowego. Dzigki takiemu podejsciu eliminowana jest potrzeba stosowania markerow redoks
W roztworze, co znaczaco upraszcza procedur¢ analityczng i umozliwia pomiary bezposrednio
w badanej probce bez dodatkow reagentow. Jednym z mozliwych do wykorzystania sposobow
dziatania takiego czujnika jest mechanizm ,,signal-off”’(Rys. 1). Szczegotowy opis oddziatywan
zaangazowanych w funkcjonowanie tego typu sond DNA zostanie omoéwiony w podrozdziale

1.3.5.,,0ddzialywania DNA receptorowego z analitami (...)”.

J\/JJ zmiana
‘J\/\/\J sygnatu
> pradowego
wykrywana sekwencja *

Rys. 1. Przyktad zasady dziatania elektrochemicznego czujnika do wykrywania specyficznych
sekwencji DNA ze znacznikami redoks przylgczonymi kowalencyjnie do immobilizowanych

sond.

1.1.2 Aptasensory - wykrywanie analitow niebedacych kwasami

nukleinowymi

Dzigki bogactwu grup funkcyjnych i elastycznosci strukturalnej, a co za tym idzie
zdolnos$ci do przyjmowania roznych konformacji, oligonukleotydy zyskaty uznanie rowniez
jako sondy dla substancji innych niz kwasy nukleinowe. Sekwencje takie, okreslane jako
aptamery, to krotkie fragmenty DNA lub RNA wyselekcjonowane w procesie SELEX (z ang.
Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment). Wyr6zniaja si¢ one wysokim
powinowactwem 1 specyficznos$cig wigzania docelowych ligandow, co czyni je atrakcyjnymi
receptorami [17]. Oddzialywanie analit-aptamer typowo cechuje wysoka termodynamiczna
stata trwatosci powstajacego kompleksu, pozwalajagca na uzyskanie wigzania w wielu
przypadkach doréwnujacego sile oddziatywania antygenu z przeciwciatem [18].

Dodatkowe przewagi aptameréw wzgledem receptoréw biatkowych uwidaczniajg si¢ przy
projektowaniu czujnikéw DNA do wykrywania matoczasteczkowych analitow. Receptory

oligonukleotydowe wykazuja wigksza elastyczno$¢ w tworzeniu struktur przestrzennych, co
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pozwala na efektywne wigzanie nawet bardzo matych substancji, takich jak jony. Dodatkowo,
mozliwe jest wprowadzenie do struktury aptameru zwielokrotnionych motywéw wiazacych, co
skutkuje zwigkszeniem efektywnosci wychwytu celu poprzez dodatkowg stabilizacje struktur
przestrzennych powstajagcych komplekséw [19,20]. Przeciwciala, z uwagi na naturalne
ograniczenia w wigzaniu malych czasteczek wynikajace z mniejszej liczby dostepnych
punktéw oddzialywania oraz ich mniejsza zdolno$¢ do ulegania dynamicznym zmianom
strukturalnym wywotanym interakcjami z ligandami matoczasteczkowymi, w praktyce
uniemozliwiajg zastosowanie jednoetapowego mechanizmu detekcji elektrochemicznej, ktory

zostat zilustrowany na Rys. 2.

zmiana konformacji

jednorodna, . .
receptora po zw1qzan1u

uporzadkowan
a warstwa

Sa
receptorowa
‘ zmiana
sygnatu
* krywany analit pradowego

Rys. 2. Przykladowy mechanizm generowania sygnatu aptasensora DNA z dowiqzanym

znacznikiem - detekcja jednoetapowa w oparciu o zmiany konformacyjne warstwy.

Wyrézni¢ mozna szereg mechanizméw molekularnych, dzigki ktérym aptasensory
rozpoznaja male czasteczki i jony, gdyz anality te moga oddzialywa¢ z ré6znymi regionami
sekwencji receptorowych [21]. Przyktadowo, atomy tlenu grup fosforanowych wchodza
w oddzialywania typu elektrostatycznego z dodatnio natadowanymi czgsteczkami, co jest
szczegolnie istotne przy wigzaniu biatek o zasadowym charakterze czy kationéw metali takich
jak Cd*" i UO2**[16,22]. Zasady azotowe moga z kolei tworzy¢é wigzania wodorowe z grupami
funkcyjnymi matych ligandow organicznych, takich jak adenozyno-5'-monofosforan [23].
Sekwencje nukleotydowe posiadajace regiony hydrofobowe moga oddziatywac z niepolarnymi
fragmentami matych czasteczek organicznych, takimi jak metabolity lub leki, a ptaskie
struktury pierscieniowe zasad azotowych umozliwiaja oddzialywania typu z-7 z pier§cieniami
aromatycznymi ligandow, takich jak kofeina czy niektore antybiotyki [24]. Aptamery moga
rowniez tworzy¢ kompleksy koordynacyjne z metalami, takimi jak Mg**, K* czy Pb*', co

stabilizuje ich strukture i zwicksza zdolno$¢ do wigzania docelowych czasteczek, czego
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przyktad stanowig struktury G-kwadrupleksu stabilizowane przez obecno$¢ jonéw potasu czy
otowiu [25,26].

Pomimo licznych zalet aptamerow, ich szersze wykorzystanie jako receptorow analitow
matoczasteczkowych napotyka rowniez na ograniczenia. W przypadku jonow i matych
czasteczek, ze wzgledu na ich niewielka mase¢ czasteczkowg oraz znaczng roéznicg wielkos$ci
w poréwnaniu z oligonukleotydami, proces SELEX jest utrudniony [17]. Kolejnym
wyzwaniem przy doborze aptamerow dedykowanych matym czasteczkom jest brak w ich
strukturze grup funkcyjnych, ktére moglyby zapewni¢ silne wigzanie z receptorem i tym
samym wysokie powinowactwo do DNA. Niemniej jednak, po zidentyfikowaniu tej
przeszkody, opracowano roéwniez podejscia do metody SELEX pozwalajace na jej
minimalizacje¢ (np. odwracalne unieruchamianie kandydatéw na aptamery na nanoczastkach
magnetycznych, co zwigksza wydajno§¢ wydzielenia niewigzanych oligonukleotydow).
Umozliwito to selekcje nowych sekwencji o wysokim powinowactwie m. in. do matych
czasteczek 1 jonow [27].

Rte¢ w postaci Hg?" nalezy do jednych z najgrozniejszych zanieczyszczen Srodowiska
naturalnego ze wzgledu na wysokg toksyczno$¢ 1 zdolnos¢ do bioakumulacji. Kation ten moze
uszkadza¢ biatka enzymatyczne oraz powodowaé nieodwracalne uszkodzenia DNA, co
prowadzi do zaburzen neurologicznych i uszkodzen narzadéw wewnetrznych [28]. Z kolei
aniony selenianowe(VI) odgrywaja dwojaka role - w niewielkich ilosciach sa kluczowe dla
metabolizmu i ochrony komoérek przed stresem oksydacyjnym, jednak ich nadmiar moze
prowadzi¢ do uszkodzen DNA oraz zaktocen funkcji biatek naprawczych, zwigkszajac ryzyko
chorob nowotworowych 1 zaburzen metabolicznych [29]. Z tego wzgledu istnieje
zapotrzebowanie na monitorowanie st¢zen obu tych jonow w wodzie pitnej, glebie oraz

probkach biologicznych za pomoca tatwo dostgpnych narze¢dzi analitycznych.
1.1.3 Techniki elektrochemiczne stosowane w analizie sygnalu

Detekcja elektrochemiczna jest jedna z najczeséciej stosowanych w biosensorach DNA ze
wzgledu na wysoka czulo§¢ oraz kompatybilno$¢ z czujnikami o réznych mechanizmach
dzialania. Dodatkowym atutem jest niski koszt 1 tatwo$¢ miniaturyzacji potencjostatow oraz
prostota  przetwarzania  rejestrowanego  sygnatu  elektrochemicznego.  Techniki
elektrochemiczne cechuja si¢ odporno$cig na zaktocenia optyczne i stosunkowo wysoka
tolerancjg wobec ztozonych matryc prébek biologicznych oraz srodowiskowych, co zwigksza

ich atrakcyjnos$¢ w praktycznych zastosowaniach.

26



Techniki elektrochemiczne moga by¢ wykorzystane zar6wno bezposrednio do odczytu
sygnatu pochodzacego od biosensora, jak i do badania wlasciwosci powierzchni elektrod czy
wytworzonych warstw receptorowych. Odmiany woltamperometrii pulsowej, takie jak
woltamperometria pulsowa roéznicowa (DPV) 1 woltamperometria fali prostokatnej (SWV),
znalazly zastosowanie w detekcji sygnatow pradowych w biosensorach DNA ze wzgledu na
wysoka czuto$¢ oraz skuteczng eliminacje pradu pojemnosciowego. Jest to mozliwe dzieki
wykorzystaniu  krotkich impulséw napieciowych, ktéore pozwalajg rejestrowac sygnat
w momentach, gdy skladowa pojemnosciowa pradu praktycznie zanika. Techniki te
umozliwiajg roOwniez analiz¢ potencjaldow oksydacyjnych i1 redukcyjnych zwigzkow, a takze
okreslenie szybkos$ci przeniesienia elektronow i odwracalnosci reakcji. Ponadto rejestracja
skandbw SWV przy réznych czestotliwosciach dostarcza cennych informacji o dynamice
procesOw elektrochemicznych w warstwie receptorowej biosensora (Rys. 3). Wyzsze
czestotliwoscei oferujg mozliwos¢ rejestrowania wysokich sygnatow pradowych, jednak przy
ograniczonym zasiggu monitorowanych zmian. Z kolei niskie czestotliwosci, mimo
rejestrowanych mniejszych odpowiedzi pradowych, sa szczegdlnie przydatne do $ledzenia
wolno zachodzacych procesow w wiekszej odleglosci od elektrody, takich jak zmiany
konformacyjne na etapie stabilizacji warstwy receptorowej czujnika.

Woltamperometria cykliczna (CV) stanowi podstawowa technike pozwalajaca na zbadanie
procesOw zachodzacych na powierzchni elektrody. Rejestracja woltamperogramoéw CV
pozwala na charakterystyke reakcji redoks (w tym identyfikacje potencjatow oksydacyjnych
1 redukcyjnych zwigzkéw chemicznych), zbadanie kinetyki reakcji elektrochemicznych (takich
jak okreslenie mechanizmoéw reakcji, szybko$ci przeniesienia elektronow oraz odwracalnosci
procesu redoks) czy ocene¢ zjawisk zwigzanych z transportem masy (w tym analize¢ proceséw
dyfuzji 1 konwekcji w uktadzie elektrochemicznym). Za pomocg woltamperometrii cyklicznej
mozna takze oceni¢ stopien oczyszczenia powierzchni elektrody, co jest kluczowe dla
uzyskania wysokiej jakosci monowarstw typu SAM. Technika ta umozliwia roéwniez
kompleksowa charakterystyke juz wytworzonych warstw, dostarczajac informacji o ich
stabilnosci 1 wtasciwosciach elektrochemicznych [30]. Analiza pradéow pikow CV
pochodzacych od monowarstw zawierajacych znakowane sondy DNA pozwala na wyznaczenie
ich gestos$ci powierzchniowej. Natomiast porownujac kolejne skany CV mozna oceni¢
stabilno§¢ warstwy w czasie. Z kolei obserwacja zmian szybkos$ci narastania potencjalu
informuje, czy procesy elektrochemiczne sg kontrolowane przez reakcje powierzchniowe czy

dyfuzje.

27



[y
)
=)
=
N

1 SWYV,

wigkszy
sygnat

. pradowy

prad
|

mniejszy zasieg
monitorowanych zmian

potencjat

ro6zna kinetyka
procesOw

[—
N
-
N

wigkszy zasieg
monitorowanych zmian
I\

’ 4 SWV
‘ / mniejszy

sygnat

’ N
- \ - pot‘encja% -

Rys. 3. Analiza dynamiki procesow elektrochemicznych w warstwie receptorowej biosensora

prad
|

za pomocg SWV przy roznych czestotliwosciach skanowania.

Kolejng, warta omodwienia technika, stluzaca do analizy wlasciwosci uktadow
elektrochemicznych, jest elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna (EIS). Technika ta
umozliwia monitorowanie procesOw powierzchniowych, parametrow takich jak opor
przeniesienia tadunku i pojemno$¢ elektryczna warstwy podwdjnej, jak rowniez mechanizmow
reakcji elektrochemicznych, w tym analizg procesow transferu elektronow 1 transportu masy
czy kinetyki 1 termodynamiki uktadow elektrochemicznych oraz okreslenie szybkosci wymiany
elektrondw. Analiza za pomoca spektroskopii impedancyjnej dostarcza informacji na temat
granicy faz 1 procesow tam zachodzacych [31]. Jako technika charakteryzacji, EIS pozwala

m.in. na ocen¢ efektywnosci procesu immobilizacji sond DNA na powierzchni elektrody.

1.1.4 Mechanizmy detekcji w biosensorach DNA oraz wplyw rodzaju
i jakoS$ci powierzchni elektrodowych na mozliwos¢ ich

wykorzystania

Elektrochemiczne biosensory powinowactwa wykorzystujace kwasy nukleinowe w roli
receptorow oferujg szerokie mozliwosci doboru mechanizmu generowania sygnalu, wsrod
ktorych wyr6zni¢ mozna podejScia bezznacznikowe (Rys. 4a), oraz szereg strategii

wykorzystujacych rézne postaci znacznikéw redoks (Rys. 4b-e). Pierwsze z nich bazuje na
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mierzalnym sygnale elektrochemicznym wygenerowanym bezposrednio przez wigzany analit.
Przyktadem moze by¢ detekcja aktywnych elektrochemicznie analitow zwigzanych przez
aptamery w warstwie receptorowej, na przykladzie dopaminy, zieleni malachitowej czy
topotekanu [32-34]. Jest to najprostsza ze znanych strategii, ktore oferuje stricte
bezznacznikowy pomiar, jednak jej wada jest niewielka czulo$¢ oraz ograniczenie puli

substancji oznaczanych do zwigzkow aktywnych w reakcjach utleniania-redukcji.
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Rys. 4. Rozne strategie generowania sygnatu wykorzystywane w konstrukcji biosensorow DNA :
a) detekcja bezznacznikowa - wykorzystujgca wlasciwosci redoks zwigzanego analitu,
b) detekcja z wykorzystaniem znacznika w roztworze, c) detekcja z wykorzystaniem
znakowanego analitu, d) detekcja wykorzystujgca zmiany konformacyjne receptorow,

e) detekcja z wykorzystaniem dodatkowego znakowania (format kanapkowy).
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Najprostszym sposobem na uniknigcie tych ograniczen w przypadku pozostatych analitow
jest wykorzystanie markera redoks w roztworze (Rys. 4b). Zwiazki takie jak
heksacyjanozelazian(Il) i heksacyjanozelazian(IIl) potasu czy bigkit metylenowy obecne
w badanym roztworze s3 w tym przypadku zewnetrznym nosnikiem sygnalu
elektrochemicznego, za§ zrédtem sygnatu analitycznego sg roéznice w sygnale pradowym
pochodzacym od znacznika wynikajace ze zmian fizykochemicznych w warstwie receptorowej
po zwigzaniu analitu. Strategia ta pozwala zachowac prostote konstrukcji warstwy receptorowe;j
biosensora, gdyz nie wymaga ona znakowania sond, jednak takie podej$cie nie sprawdza si¢
w przypadku ztozonych matryc probek. Szczegdlnie problematyczne sg interferencje ze strony
biatek, ktore w wyniku niespecyficznej adsorpcji moga utrudniaé znacznikowi dotarcie do
powierzchni 1 udziat w reakcji elektrodowej, wplywajac tym samym na koncowy wynik
oznaczenia. W przypadku tej strategii generowania sygnatu rowniez procedura analityczna jest
bardziej skomplikowana z uwagi na konieczno$¢ dodawania markera redoks do probki.

Stosunkowo rzadko stosowanym rozwigzaniem jest wykorzystanie chemicznie
modyfikowanych analitow, do ktorych uprzednio przylaczono marker redoks (Rys. 4c). Cho¢
istnieja opisane w literaturze przyktady tego typu czujnikbw DNA, to znaczacym
ograniczeniem tego podejscia jest konieczno$¢ uprzedniej modyfikacji oznaczanej substancji
[35].

Duzo bardziej rozpowszechnionym podejSciem jest wykorzystanie tzw. formatu
kanapkowego, gdzie uzyskanie sygnatu elektrochemicznego poprzedzone jest dwoma etapami,
w ktorych dochodzi do wychwytu analitu przez receptor immobilizowany na powierzchni oraz
wyznakowania kompleksu receptor-analit za pomoca drugiego receptora z dowigzanym
znacznikiem - tzw. sondy reporterowej, znakowanej za pomocg markera redoks badz znacznika
katalitycznego, np. enzymu (jak to zilustrowano na Rys. 4e). Mimo stosunkowo prostej
strategii odczytu, w ktorej rejestrowany sygnat pochodzacy od znacznika jest bezposrednio
powigzany z obecnoscig (1 stezeniem) analitu, podstawowe ograniczenie stanowi
skomplikowana, kilkuetapowa procedura analityczna, w tym konieczno$¢ wykorzystania par
receptorow o powinowactwach do rdéznych regionéw wykrywanej czasteczki. Problem
w formacie kanapkowym stanowi rowniez wykrywanie matych analitow, dla ktorych zwigzanie
dwoch czasteczek receptora czgsto nie jest mozliwe ze wzgledow sterycznych. W takich
przypadkach na znaczeniu zyskuje format kompetycyjny, w ktorym wykrywane czasteczki
rywalizuja o miejsce wigzace receptora w roztworze (najczgsciej w postaci znakowanego

aptameru) z analitem unieruchomionym na powierzchni elektrody. Uzyskiwana w tym

30



przypadku odpowiedZz pradowa ma charakter malejacy, tj. wzrost stezenia oznaczanej
substancji skutkuje spadkiem sygnatu pradowego [36].

Strategig pozwalajaca potaczy¢ zalety jednoetapowej procedury analitycznej i mozliwosci
realizacji pomiardw bezposrednio w probee, bez potrzeby dodatku do niej markera redoks, jest
detekcja w oparciu o zmiany konformacyjne receptoréw oligonukleotydowych z dowigzanym
znacznikiem (Rys. 4d). Przy doborze znacznika nalezy uwzgledni¢ kilka kluczowych
czynnikow mogacych wplywaé na odpowiedz biosensora. Przede wszystkim znacznik nie
powinien oddziatywac z warstwa receptorowg ani wptywac na jej stabilnos¢. Ponadto powinien
wykazywac¢ wysoka selektywno$¢ wigzania do nici DNA w okreslonym miejscu oraz nie ulegaé
niespecyficznej adsorpcji na powierzchni elektrody. Kryteria te spelniaja m.in. bilekit
metylenowy, Oracet® blue oraz blekit toluidynowy [37-39]. Z uwagi na fakt, ze zwigzanie
wykrywanej czasteczki moze wywola¢ zmiany konformacyjne receptora czy zmiany
sztywnosci warstwy, podej$cie to cechuje uniwersalnos¢ wzgledem doboru potencjalnych
analitéw. W oparciu o ten mechanizm mozliwa jest zarowno konstrukcja aptasensoréw do
wykrywania matych substancji takich jak jony, jak réwniez genosensorow do wykrywania
duzych czasteczek takich jak specyficzne sekwencje DNA bedace produktami reakcji
amplifikacji PCR [40,41].

1.2 Wpybrane kierunki rozwoju ukladéow dedykowanych analizom w miejscu pobrania

probki

Aktualne kierunki rozwoju elektrochemicznych biosensorow DNA nie ograniczaja si¢
wylacznie do opracowywania nowych receptorow czy strategii znakowania, ale obejmuja
rowniez adaptacje istniejacych rozwigzan do potrzeb wspotczesnej analityki. Stawia to szereg
nowych wyzwan technologicznych, m.in. zapewnienie dlugoterminowej stabilnosci
biosensorow oraz mozliwosci ich przechowywania, prostot¢ konstrukcji czujnika oraz
minimalizacje¢ liczby etapow analizy, co umozliwia uzyskanie wyniku w krotkim czasie. Trzeba
pamigtac, ze zmniejszenie rozmiaréw czujnikéw z reguly niesie za sobg spadek uzyskiwanego
sygnalu analitycznego. Z tego wzglegdu problem miniaturyzacji przetwornikéw
elektrochemicznych oraz mozliwosci poprawy waznych parametrow analitycznych takie jak
granice wykrywalno$ci 1 selektywno$¢ zostaly szczegétowo omowione w osobnych
podrozdzialach. W ponizszym rozdziale przedstawiono podejscia zwigkszajace czutosé
elektrochemicznych biosensorow DNA, takie jak modyfikacje powierzchni elektrod

nanomateriatami oraz amplifikacja sygnalu z wykorzystaniem reakcji enzymatycznych, a takze
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zastosowanie nanosorbentdéw magnetycznych do zat¢zania kwaséw nukleinowych jako
analitow. Osobno omowiono réwniez mozliwos$ci zastosowania elektrod cienkowarstwowych,
wytwarzanych w technologiach PVD i sitodruku, w konteks$cie ich wykorzystania jako podtozy

do tworzenia warstw receptorowych typu SAM w konstrukcji czujnikéw DNA.
1.2.1 Strategie poprawy czulos$ci i selektywnoSci

W literaturze naukowej opisano rézne podejscia majace na celu poprawe parametréw pracy
czujnikdw, ktore rdznig si¢ zarowno pod wzgledem konstrukcji, jak i liczby etapow procedury
analitycznej [42]. Najprostszym jest projektowanie nowych receptorow oligonukleotydowych
— a w szczegblnosci aptamerowych tak, aby cechowatly si¢ one wyzszym powinowactwem do
wykrywanego analitu przy jednoczes$nie wysokiej selektywnosci oraz optymalizacja warunkow
procesu rozpoznawania molekularnego. Zagadnienia te zostang szerzej omodwione
w podrozdziale dotyczacym oddzialywan w biosensorach DNA (podrozdziat 1.3.5. pt.
Oddziatywania DNA receptorowego z analitami - wplyw na czulos¢ i selektywnosé
konstruowanych czujnikow). Inng czgsto wykorzystywang $ciezka do poprawy czutosci
biosensoréw DNA jest modyfikacja powierzchni elektrody za pomocg przewodzacych warstw
posrednich, nanomaterialow (takich jak nanoczgstki zlota lub materiaty kompozytowe) czy
polimeréw przewodzacych [43]. Wprowadzenie takich zmian w konstrukcji czujnikéw
prowadzi m.in. do zwigkszenia powierzchni aktywnej i/lub przewodnictwa przestrzeni
miedzyfazowej roztwor/elektroda.

Intensywnie rozwijanym w ostatnich latach podejsciem do obnizania granicy
wykrywalnosci biosensorow elektrochemicznych jest poszukiwanie coraz bardziej
efektywnych strategii generowania i/lub amplifikacji sygnatu. Istot¢ tego podejs$cia stanowi
che¢ wygenerowania mozliwie duzej zmiany sygnatu dla okreslonego, wyj$ciowego stezenia
analitu w probcee. Klasycznym przykiadem strategii wzmocnienia sygnatu, zilustrowanym na
Rys. 5a, jest wykorzystanie znakowania enzymatycznego, np. za pomoca peroksydazy
chrzanowej czy oksydazy glukozowej, ktorego celem jest wygenerowanie wysokich stgzen
elektroaktywnego produktu reakcji analitycznej, ktorego stezenie w probce powigzane jest
z 1loscig wykrywanego analitu [44,45].

Odmienng strategia, umozliwiajaca szersze wykorzystanie genosensoroOw jest
zastosowanie reakcji powielania materiatlu genetycznego w analizowanej probce (Rys. 5b).
Podejscie to nie prowadzi stricte do poprawy czulo$ci sensora, ale dzieki zwigkszeniu
wyjsciowego stezenia oznaczanych sekwencji na drodze amplifikacji umozliwia wykrywanie

nawet bardzo niewielkich ich ilo$ci obecnych w wyjsciowej probce. Wyrdzni¢ tu nalezy metody
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bazujace na klasycznej amplifikacji PCR (ang. polymerase chain reaction) oraz metody
wykorzystujace amplifikacj¢ izotermiczng [46,47]. Niezaleznie jednak od metody, do realizacji
procesu amplifikacji konieczne jest zapewnienie niezbednych reagentéw i polimeraz, co

komplikuje cato$¢ procedury.

a) b) c)

substrat probka

znacznik
(enzym)
5 produkt
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amplifikacja sygnatu, b) powielenie materiatu genetycznego, c) magnetyczne zatezenie analitu.

Efekt lokalnego zwigkszenia st¢zenia analitu (zarowno kwasoéw nukleinowych, jak i innych
rodzajow oznaczanych substancji) mozna uzyska¢ np. za pomoca jego izolacji poprzez
wydzielenie z wykorzystaniem nanoczgstek w roli sorbentow (Rys. 5c). Bardzo wygodne jest
uzycie do tego celu nano- lub mikroczastek umozliwiajagcych tatwe oddzielenie z roztworu, np.
za pomoca zewnetrznego pola magnetycznego [48]. Poza zat¢zeniem, wazng zalety
magnetycznej metody wydzielania analitu jest rowniez usunigcie matrycy probki, co w sposob
posredni wptywa na poprawe selektywnosci poprzez eliminacje interferencji pochodzacych od
jej glownych skladnikoéw. Warto podkresli¢, ze magnetyczna separacja i zatgzenie analitu
w ostatnich latach zyskuja na znaczeniu réwniez w rozwigzaniach mikrofluidycznych, a to
z uwagi na mozliwo$¢ wykorzystania precyzyjnie zlokalizowanych magneséw stalych lub

elektromagnesow jako integralnych elementow systemow do ich obstugi [49-51].
1.2.2 Miniaturyzacja elektrochemicznych czujnikow DNA

Miniaturyzacja biosensorow elektrochemicznych pozostaje jednym z aktualnych wyzwan
w kontekscie umozliwienia ich wykorzystywania poza laboratorium [52]. Mniejsze czujniki
niosg szereg korzysci, gdyz wymagaja mniejszej objetosci probek, zuzywaja mniej energii

1moga by¢ latwo sterowane przez urzadzenia mobilne, takie jak smartfony w technologii
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Internetu  Rzeczy (IoT), co otwiera nowe mozliwosci w diagnostyce oraz analizie
srodowiskowej [53].

Elektrochemiczne biosensory DNA majace stanowi¢ w przysziosci komponenty
miniaturowych systemow powinny charakteryzowac si¢ prostg konstrukcja i niezawodnym
dziataniem. Szczegdlnie atrakcyjne w tych warunkach pozostaja czujniki na bazie monowarstw
typu SAM z dowigzanym znacznikiem redoks, ktore umozliwiaja uzyskanie sygnalu
bezposrednio w wyniku oddzialywania sondy DNA z docelowg czasteczkg [54]. Zloto
pozostaje preferowanym podtozem dla tego typu warstw ze wzgledu na doskonate wtasciwosci
przewodzace oraz stabilno$¢ chemiczng [55]. Przyszla miniaturyzacja biosensoréw, poza
doborem prostej strategii generowania sygnatu, wymaga takze zmniejszenia geometrycznych
wymiarow elektrod. W odpowiedzi na te wyzwania rozwijane s3 technologie
cienkowarstwowe, takie jak sitodruk, druk atramentowy, osadzanie z fazy gazowej (PVD) oraz
elektrodepozycja, ktére umozliwiaja produkcje tanich elektrod na poditozach ceramicznych
i polimerowych, np. foliach PET [56-59]. Popularne, wysokoprzepustowe technologie
sitodruku 1 PVD ro6znig si¢ istotnie pod wzgledem kosztow, wydajnosci oraz uzyskiwanej
precyzji wytwarzania. Sitodruk jest technika umozliwiajaca produkcje jednorazowych
czujnikéw na masowg skalg, jednakze tg metodg uzyskiwana jest niejednorodna powierzchnia,
ktora cechuja réznice w strukturze krystalograficznej ztota, co moze ogranicza¢ mozliwosci
tworzenia stabilnych i jednorodnych warstw receptorowych typu SAM. Z tego wzgledu dazy
si¢ do poprawy wilasciwosci powierzchniowych elektrod, co jest istotnym elementem
w projektowaniu biosensordw, szczegoOlnie tych przeznaczonych do masowej produkcji

1 jednorazowego uzytku.

1.3 Oddzialywania towarzyszace rozpoznawaniu molekularnemu na powierzchni i ich

wplyw na konstrukcje rozwiazan biosensorycznych

Uzyskanie niskich wartosci granic wykrywalno$ci przy zachowaniu wysokiej
selektywnosci (bio)sensorow, mozliwe jest jedynie przy wlasciwym doborze zaréwno
elementéw konstrukcyjnych czujnika DNA, jak 1 warunkow prowadzenia pomiaru. O ile
oddziatywanie DNA z analitem, zwlaszcza z czastkami biologicznymi w roztworach (a wiec
w homofazie), jest na 0go6t dobrze poznane, o tyle w uktadzie heterofazowym, a z takim mamy
do czynienia z przypadku biosensorow, srodowisko prowadzenia analizy oraz powierzchnia, na
ktoérej dochodzi do rozpoznania molekularnego, moga réwniez w znacznym stopniu wplywac
na dziatanie elektrochemicznego czujnika DNA. Wykorzystanie w konstrukcji czujnika

receptora 0 wysokim powinowactwie i selektywnos$ci wzgledem wykrywanego celu jest
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warunkiem koniecznym, ale nie wystarczajagcym do uzyskania parametrow analitycznych
1 uzytkowych satysfakcjonujacych koncowego uzytkownika.

Zarejestrowanie sygnalu pochodzacego od specyficznego rozpoznawania analitu wymaga
pelnej $wiadomosci 1 mozliwie duzej kontroli nad wzajemnymi oddzialywaniami
poszczegbdlnych komponentéw uktadu analitycznego. Czg$¢ oddzialywan jest pozadana —
zaliczy¢ do nich mozna m. in. oddziatywania migedzy DNA a powierzchnig przetwornika
podczas procesu immobilizacji sondy i pozostatych komponentow warstwy receptorowe;.
Preferowane sg rowniez oddzialywania stanowigce istote procesow separacji czy wstepnego
zat¢zania analitu, jak i samo specyficzne wigzanie celu przez receptory oligonukleotydowe.
Z drugiej strony, wszystkim tym pozadanym oddzialywaniom wspottowarzysza oddziatywania
niepozadane, przede wszystkim zwigzane z niekontrolowang adsorpcja badz desorpcja réznych
komponentow, zachodzaca na granicy faz przetwornik — medium immobilizacji, nanosorbent —
probka/zatezony analit czy warstwa receptorowa — probka (Rys. 6). Nalezy podkreslic, ze
mozliwe jest wptywanie na kazdy z tych proceséw zaréwno od strony powierzchni - poprzez
sterowanie jej wlasciwos$ciami, jak rowniez od strony medium reakcji — poprzez odpowiedni

dobdr jego skladu.

Oddziatywania:
@ L 2 1. DNA - powierzchnia

B K‘;. ‘5/' L;/_\ 2. DNA — nanomateriat
- o) magnetyczny
e g

3. biatka probki -
powierzchnia
3 1

4. biatka probki - DNA

5. analit - receptor
DNA

Rys. 6. Schemat ilustrujgcy wzajemne oddzialywania towarzyszqce funkcjonowaniu

biosensorow elektrochemicznych

W ponizszym rozdziale omowione zostang najwazniejsze mechanizmy stojace za
oddziatywaniami waznymi z punktu widzenia uzyskania czujnikow DNA o oczekiwanych
parametrach  analitycznych. Numery przypisane poszczegdlnym  oddziatywaniom,
schematycznie zilustrowanym na Rys. 6, odpowiadaja kolejno$ci podrozdzialow, ktore sg im

poswiecone.
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1.3.1 Oddzialywania DNA — powierzchnia

Podstawa metod elektrochemicznych sg zjawiska zachodzace na granicy faz elektroda-
roztwoOr. Aby zapewni¢ skuteczng detekcje woltamperometryczng, konieczne jest trwate
i stabilne unieruchomienie sktadnikéw warstwy receptorowej na powierzchni przetwornika,
ktory najczesciej petni jednoczesnie funkcje elektrody pracujacej, czyli miejsca jednoczesnego
generowania 1 zbierania sygnatu analitycznego. Istnieje wiele strategii immobilizacji DNA na
materiatach elektrodowych, zaréwno ztotych, jak 1 weglowych, takich jak bezposrednia
adsorpcja nici oligonukleotydowych oraz kowalencyjne dowigzanie terminalnie znakowanych
oligonukleotydow [60—-62].

Z wyjatkiem nielicznych biosensoréw wykorzystujacych indukowang analitem desorpcje
sond, kluczowa cecha oddziatywan odpowiedzialnych za unieruchomienie receptorow
oligonukleotydowych na powierzchni jest ich trwalos¢ i stabilno§¢ w warunkach pomiarowych.
To wymaganie determinuje dominujacg role wigzan kowalencyjnych. Ponadto, istotne jest
zapewnienie wlasciwego sktadu warstwy, umozliwiajagcego minimalizacje¢ oddziatywan
niespecyficznych oraz kontrole gestosci powierzchniowej sond, co wplywa na ich wtasciwg
organizacj¢ 1 dostepno$¢ dla analitu. Sposrod opisanych w literaturze metod, zdecydowanie
najlepsza kontrole nad sktadem warstwy receptorowej oraz konformacja wystepujacych w niej
receptoréw oligonukleotydowych oferuja tiolowe monowarstwy typu SAM na powierzchni
ztota [63,64]. Dzi¢ki synergii silnego wigzania kowalencyjnego pomig¢dzy siarka a ztotem oraz
oddziatywan hydrofobowych pomigdzy tancuchami alifatycznymi w strukturach typowo
stosowanych lacznikow oraz wypehliaczy uzyskuje si¢ stabilne 1 uporzadkowane, polarne
warstwy o wysokiej gesto$ci powierzchniowej [65]. Warstwy takie sprzyjaja zachowaniu
odpowiedniej orientacji przestrzennej sond DNA poprzez ograniczenie tendencji do
konkurencyjnej adsorpcji oligonukleotydow (szczegdlnie tych o dlugich tancuchach)
wywotanej spontanicznym oddziatywaniem typu koordynacyjnego pomiedzy atomami ztota
1bogatymi w elektrony zasadami purynowymi [66]. Schemat mieszanej monowarstwy

sktadajacej si¢ z tiolowanego oligonukleotydu i MCH przedstawiono na Rys. 7.
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Rys. 7. Schemat warstwy receptorowej typu SAM na powierzchni ziota.

Duze =znaczenie ma rowniez konieczno$¢ osiggnigcia kompromisu pomiedzy
efektywnos$cia pokrycia powierzchni ztota, mozliwg do uzyskania poprzez zastosowanie
dlugotancuchowych tacznikow sond DNA i wypelniaczy - stanowigcych jednoczesnie
izolatory, a zachowaniem zdolnos$ci warstwy do transportu elektronow [67]. Zauwazalna wigc
staje si¢ potrzeba poszukiwania nowych kompozycji mieszanych warstw typu SAM, ktore
mogg poprawi¢ funkcjonowanie elektrochemicznych biosensorow DNA 1 zmniejszy¢
interferencje zardwno na etapie rozpoznawania molekularnego, jak rowniez na etapie

generowania 1 elektrochemicznej detekcji sygnatu.

1.3.2 Przyklady oddzialywan DNA z powierzchnia modyfikowanych

nanoczastek

Nanomateriatly w elektrochemicznych czujnikach DNA znajduja zastosowanie zar6wno
jako cienkie warstwy modyfikujace powierzchni¢ elektrod, jak 1 w postaci koloidalnej
w roztworach, pelnigc gltownie funkcje znacznikow. W przypadku obu tych zastosowan
kluczowym etapem jest uprzednia modyfikacja powierzchni nanomaterialdw za pomoca
odpowiednich bioreceptordw, co zapewnia specyficzno$¢ detekcji [68]. Alternatywnym
podejsciem jest zastosowanie nanomaterialdw w procedurach przedanalitycznych, na przyktad
jako sorbentéw do izolacji 1 oczyszczania materiatu genetycznego [69-71].

Nano- 1 mikrostruktury stanowiag wygodne sorbenty z uwagi na ich wysoka powierzchni¢
wlasciwa wynikajaca z duzego udzialu atomow powierzchniowych, a co za tym idzie wysoka
pojemnos$¢ wigzania docelowych czasteczek. Dodatkowg =zaletg stanowi mozliwosé
wykorzystania ~w  konstrukcji  takich  sorbentow  rdzeni o  wlasciwosciach

superparamagnetycznych, dzigki ktorym mozliwa jest szybka i efektywna separacja czastek
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z probki przy pomocy zewnetrznego pola magnetycznego. Zalety te stoja za popularnoscia
wydzielania kwasoéw nukleinowych za pomoca czastek magnetycznych (ang. magnetic beads)
jako metody ekstrakcji i lokalnego zat¢zania analitu przed dalszymi etapami procedury
analitycznej. Czastki magnetyczne jako sorbenty wykorzystywane sg miedzy innymi na etapie
izolacji wirusowego RNA przed dalszymi etapami RT-PCR i qPCR czy na potrzeby analiz
genomowych takich jak sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) lub testy PCR [72,73].
Do tego celu wykorzystuje si¢ z reguty sorbenty magnetytowe (niemodyfikowany Fe3O4) lub
pokryte warstwg modyfikowanej krzemionki. Mechanizm wigzania DNA/RNA opiera si¢
wnich gléwnie na oddziatywaniach elektrostatycznych migdzy fosforanami kwasow
nukleinowych a natadowanymi dodatnio grupami aminowymi lub hydrofilowa powierzchnia.

Nalezy mie¢ jednak na uwadze, ze w przypadku izolacji DNA za pomoca nanosorbentéw
pozadane jest, aby oddziatywanie miato charakter odwracalny, dlatego tez przy projektowaniu
mechanizmu wigzania z powierzchnig konieczne jest rOwniez opracowanie protokotu desorpcji
z uzyciem odpowiedniego buforu elucyjnego. W aktualnie stosowanych rozwigzaniach
adsorpcja typowo prowadzona jest w warunkach podwyzszonej sity jonowej 1 z dodatkiem
czynnika chaotropowego, za$ elucja indukowana jest obnizeniem sity jonowej 1 czesto rowniez
podwyzszeniem temperatury [74—76]. Poza adsorpcja wspomagang elektrostatycznie istnieje
jednak szereg innych mechanizméw odwracalnego wigzania kwasow nukleinowych
z powierzchnia, angazujacych m.in. oddzialywania hydrofobowe typu z-7 czy koordynacyjne.
Ich uzyteczno$¢ w procesie izolacji kwaséw nukleinowych za pomoca sorbentow jednak jak
dotad nie zostata w sposob jednoznaczny zweryfikowana.

Trudno$¢ w ilosciowe] ocenie zdolnoSci wigzania stanowi istotng przeszkode
w porownawcze] charakterystyce réoznych typodw nanosorbentéw. Wynika ona z réznic w ich
skladzie, rozmiarach rdzeni czy sposobie wyrazania st¢zenia. Poglebiona charakterystyka
nowych typow sorbentow magnetycznych w postaci nanoczastek rdzen-powtoka moze
otworzy¢ droge do opracowania nowych rozwigzan na potrzeby izolacji kwasow

nukleinowych.
1.3.3 Oddzialywania bialkowych skladnikow probki z powierzchnia

Parametrem warunkujacym wiarygodno$¢ analiz prowadzonych w probkach o ztozonym
skladzie jest uzyskanie odpowiednio wysokiej selektywnosci czujnika, rozumianej zard6wno
jako wysokie powinowactwo bioreceptora do analitu wzgledem interferentéw, ale réwniez jako
ogodlna odpornos¢ czujnika na zmiany sygnatu na skutek oddzialywan niespecyficznych

sktadnikéw probki. W przypadku zarowno geno- jak i aptasensoréw DNA, pomiary przewaznie
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sg realizowane w probkach o zlozonym sktadzie, takich jak lizaty komérkowe, mieszaniny
poreakcyjne z reakcji PCR czy probki srodowiskowe o wielosktadnikowej matrycy, co naklada
dodatkowe wymagania na warstwe¢ receptorowg odnosnie jej zdolnosci do przeciwdziatania
niespecyficznej adsorpcji. Szczegdlnie grozne w takich przypadkach sg interferencje ze strony
bialek, ze wzgledu na ich réznorodno$¢ biologiczng i tendencj¢ do adsorpcji na réznych
powierzchniach i wedtug zré6znicowanych mechanizmoéow (zaré6wno w oparciu o oddziatywania
hydrofobowe jak i elektrostatyczne czy koordynacyjne) [77]. Bialka jako biopolimery
0 znacznym cig¢zarze czasteczkowym - z reguty wielokrotnie wigkszym niz typowe receptory
oligonukleotydowe - znaczaco zmieniajg lokalne otoczenie warstwy receptorowej, co zakldca
zardwno mozliwo$¢ generowania sygnatu poprzez wigzanie receptora z analitem, jak rowniez
pogarsza zdolno$ci warstwy do transportu tadunku [78]. Totez w elektrochemicznych
biosensorach DNA, niezaleznie od wykorzystywanego mechanizmu generowania sygnatu,
interferencje ze strony biatek nalezy uznaé za znaczace. Zapobieganie temu zjawisku jest
jednym z kluczowych wyzwan, ktéremu nalezy sprosta¢, aby czujniki DNA mogly by¢
powszechnie stosowane w analizie probek rzeczywistych.

Wsrdd sposobdw przeciwdziatania adsorpcji biatek wyrdzni¢ mozna dobdr odpowiedniego
sktadu buforu pomiarowego np. poprzez regulacje pH czy dodatki substancji powierzchniowo-
czynnych (np. Tween-20). Inng strategig jest zwickszenie odpornosci warstwy receptorowej na
niespecyficzne osadzanie si¢ biatek i innych sktadnikéw matrycy probki poprzez odpowiedni
dobdr jej sktadu. Wiele takich rozwigzan opracowano dla czujnikéw z detekcja SPR i QCM,
gdzie problem niespecyficznej adsorpcji jest rodwnie istotny jak w biosensorach
elektrochemicznych. Stosuje si¢ tam warstwy ochronne z dlugotancuchowych polarnych
polimerow, takich jak pochodne PEG czy hydrozele CMD [79]. Jednak w przypadku
modyfikowanych elektrod pokrycia te nie sg stosowane z uwagi na ich niska przewodnos¢
1 znaczng grubos¢ [80,81]. Z tego wzgledu jako typowe czynniki zabezpieczajace powierzchnig
czujnikow elektrochemicznych przed niespecyficzng adsorpcja stosuje si¢ w-merkaptoalkohole
takie jak MCH 1 jego homologi, ktére moga by¢ spontanicznie wkomponowane do warstw
SAM zawierajacych tiolowane sondy DNA.

Podstawowy mechanizm przeciwdziatania wigzaniu biatek stanowi w tym przypadku
zapewnienie jednorodno$ci warstwy z uwagi na jej uporzadkowanie (warunkowane
oddziatywaniami hydrofobowymi tgcznikow alifatycznych) oraz jej wysoka hydrofilowos¢
[82]. Powierzchnie takie ograniczaja adsorpcj¢ biatek ze wzgledu na stabilng warstwe
hydratacyjna. Usuniecie tych czasteczek wody podczas adsorpcji biatka jest entropowo
niekorzystne. Dodatkowo brak oddzialywan hydrofobowych 1 van der Waalsa, ktore zazwyczaj

39



nape¢dzaja adsorpcje, czyni proces energetycznie nieoptacalnym, co hamuje wigzanie biatek.
Skuteczno$¢ tego mechanizmu nie jest jednak wystarczajagca w przypadku wymagajacych
probek rzeczywistych o ztozonej matrycy, np. w diagnostyce medycznej. W zwigzku z tym,
aktualnym zagadnieniem badawczym pozostaje poszukiwanie nowych niereceptorowych
sktadnikéw warstw bioczulych.

Istnieja doniesienia literaturowe wskazujace na mozliwo$¢ wykorzystania innych
mechanizmow przeciwdziatania adsorpcji biatek, m. in. w oparciu o aktywne odpychanie
elektrostatyczne (zastosowanie warstw kationowych), wytworzenie warstw hydrofobowych
0 obnizonej gestosci i podwyzszonej przewodnosci zbudowanych z krotkotancuchowych
alifatycznych  pochodnych  ditiokarbaminianéw  czy  zastosowanie  alifatycznych
1 aromatycznych homologéow badZz analogéw w-merkaptoalkoholi celem uzyskania warstw
0 nieco mniejszym stopniu uporzadkowania oraz wigkszej przewodnos$ci [83—86]. Jednakze
mozliwo$¢ wykorzystania wypelniaczy powierzchni innych niz w-merkaptoalkohole i ich
wpltyw na funkcjonalno$¢ i sygnaly pradowe uzyskiwane od warstw receptorowych

elektrochemicznych biosensoréw DNA nie zostala jak dotad zweryfikowana do§wiadczalnie.
1.3.4 Oddzialywania bialkowych skladnikow probki z receptorami DNA

Wsrod oddziatywan wykorzystywanych na réznych etapach funkcjonowania bioczujnikow
DNA warto wyrdzni¢ rowniez interakcje receptorow oligonukleotydowych ze sktadnikami
probek innymi niz wykrywane anality. Do zjawisk tych mozna zaliczy¢ interferencje ze strony
sktadnikow probek rzeczywistych oraz wptyw celowo wprowadzanych dodatkéw majacych na
celu modyfikacje zdolnosci 1 sity oddziatywania DNA w reakcji hybrydyzacji oraz wigzania
innych czasteczek. W literaturze opisano efekty wprowadzenia szeregu dodatkow do buforu
hybrydyzacyjnego, takich jak kationowe polimery [87], poliaminy [88], polisacharydy, czy
glicerol [89], ktorych obecnos$¢ poprawia specyficzno$¢ parowania zasad nukleinowych oraz
przyspiesza kinetyke oraz wydajno$¢ izotermicznej amplifikacji.

Wartym szerszego omowienia przyktadem czynnika o dwojakim mechanizmie dziatania,
ktory wptywa zaréwno bezposrednio na interakcje DNA z analitami, jak réwniez zmienia
charakter ich oddzialywan z biatkami, jest dimetylosulfotlenek (DMSO). Dodatek tego
rozpuszczalnika w zakresie stezen od 0,1% do 1,5% (v/v) znaczaco wptywa na strukturg DNA
1 inne makroczasteczki, takie jak biatka i lipidy [90]. Czynnik ten uchodzi za destabilizujacy
strukture podwojnej helisy DNA przy jego niskich stezeniach, z uwagi na tworzenie wigzan
wodorowych z kwasami nukleinowymi. Lokalne ostabienie stabilno$ci dupleksu DNA-DNA,

prowadzace do powstawania luzniejszych obszaréw w czasteczkach kwasow nukleinowych,
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zostalo opisane jako proces sprzyjajacy rozplataniu sond typu spinka oraz zapobiegajacy
niekontrolowanemu tworzeniu struktur drugorzedowych nici DNA. Dotychczas znalazto to
zastosowanie w protokotach biologii molekularnej [91] oraz np. w genosensorze do
wykrywania RNA [92]. Ponadto, poprawe¢ selektywnosci pod wplywem DMSO uzyskano
w przypadku aptasensoréw do detekcji jonéw sodu i potasu, co zostato wyjasnione poprzez
dodatkowa stabilizacje struktury G-kwadrupleksu [93].

Wynikajace z obecnosci DMSO zaburzenie pierwotnej struktury wigzan wodorowych
wplywa rowniez na natywng otoczke hydratacyjng biatek, zmieniajagc ich zdolnosci do
oddziatywania zar6wno z powierzchnig, jak i z sondami DNA. Minimalizacja wplywu
interferencji ze strony biatek na rejestrowane sygnaty elektrochemicznych biosensoréw jest
z kolei waznym wyzwaniem w kontek$cie ich potencjalnych zastosowan w analizie probek
rzeczywistych, gdyz zaré6wno dla produktow po reakcji amplifikacji, jak 1 probek
srodowiskowych stanowig one sktadniki matryc.

Warto jednak w tym miejscu zauwazy¢, ze potencjat DMSO jako wielofunkcyjnego
modyfikatora oddziatywan biatko-DNA oraz DNA-DNA w konstrukcji genosensoréw
o prostym mechanizmie wykorzystujacym zmiany konformacyjne unieruchomionej sondy nie
zostat jeszcze w pelni zweryfikowany, a nieliczne jego zastosowania ograniczaja si¢ do
wykorzystania tego rozpuszczalnika do destabilizacji dupleksoéw w roztworze w sondach typu
molecular beacon 1 biosensorach do detekcji RNA [92,94].

Kolejnym aspektem koniecznym do poruszenia w kontekscie wplywu sktadnikéw medium
analizy na oddziatywania receptor-analit jest regeneracja warstwy receptorowej. Mimo, iz
z definicji biosensory DNA powinny by¢ urzadzeniami wielokrotnego uzytku, zagadnienie
regeneracji warstwy receptorowej czesto jest pomijane w badaniach nad nowymi konstrukcjami
apta- czy genosensorow. Istota regeneracji warstwy receptorowej jest wymuszenie dysocjacji
substancji oznaczanej z powierzchni na skutek zniszczenia jej oddziatywan z receptorem
oligonukleotydowym 1 przywrocenie pierwotnego stanu warstwy receptorowej, w tym
odtworzenia zdolnosci do wigzania analitu. Dobry czynnik regenerujacy poza spetnieniem
swojej podstawowe]j funkcji, czyli efektywnego usunig¢cia zwigzanych czasteczek celu,
powinien dodatkowo by¢ tagodny wzgledem niereceptorowych sktadnikow warstwy tak, aby
zapewni¢ mozliwos¢ wielokrotnego jej uzycia bez istotnego pogorszenia parametrow pracy
czujnika.

W literaturze zaproponowano szereg metod fizycznej jak i chemicznej regeneracji warstw
receptorowych aptasensoréw. Z uwagi na szerokie spektrum odzialywan odpowiedzialnych za

wigzanie analitOw, opisane s3 roznorodne podej$cia. Wsrod nich wskaza¢ mozna zaréwno
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fizyczne (regeneracja termiczna czy indukowana promieniowaniem UV), jak i chemiczne
(jednoczesne wykorzystanie cysteaminy i jonow Mg*" [95], 1% HCI [96], zakwaszonych

roztwordw surfaktantow [97] czy buforu octanowego o pH = 8,0 [98]).

1.3.5 Oddzialywania DNA receptorowego z analitami - wplyw na czulo$¢

i selektywnos$¢ konstruowanych czujnikow

Oddziatywania receptoréw oligonukleotydowych z kwasami nukleinowymi

Mechanizm rozpoznawania kwaséw nukleinowych przez immobilizowang sond¢ DNA
polega na hybrydyzacji zgodnej z regutami Watsona-Cricka, skutkujacej tworzeniem stabilnych
wigzan wodorowych miedzy zasadami komplementarnymi: A-T (lub A-U w przypadku RNA)
oraz G-C. Poniewaz proces ten odwzorowuje naturalne, dobrze poznane oddzialywania
zachodzace w przyrodzie, optymalne warunki do wydajnego tworzenia dupleksow sa zblizone
do fizjologicznych, w ktoérych hybrydyzacja kwasow nukleinowych przebiega spontanicznie
1 efektywnie. Warunki srodowiskowe, takie jak sita jonowa 1 pH, maja decydujacy wptyw na
kinetyke 1 efektywnos$¢ hybrydyzacji. Jony jednowartosciowe (Na*, K*) stabilizuja dwuniciowe
DNA, zmniejszajac odpychanie elektrostatyczne miedzy grupami fosforanowymi, podczas gdy
jony dwuwartosciowe (Mg?*, Ca**) dodatkowo stabilizujg struktury drugorzedowe tworzac tzw.
»~mostki jonowe”. Natomiast pH w zakresie 7,0-8,0 zapewnia stabilno$§¢ wigzaniom
wodorowym, podczas gdy wartosci skrajne destabilizujg dsDNA 1 zmniejszajg wydajnos¢ jego
powstawania, co wykorzystywane jest jako podstawowy mechanizm regeneracji warstw
receptorowych genosensorow [99].

Adaptacja spontanicznego procesu tworzenia dupleksow DNA-DNA na potrzeby
rozpoznawania molekularnego w genosensorach wymaga uwzglednienia dodatkowych
aspektow zwigzanych z zachodzeniem reakcji na granicy faz oraz koniecznos$ci
zaprojektowania sondy tak, aby zwigzanie analitu wywolywalo mierzalng zmian¢ sygnatu.
Szczegolnie w biosensorach z dowigzanym znacznikiem hybrydyzacja powinna powodowac
jednoczesnie reorganizacje struktury sondy. Dzieki temu oddziatywanie z analitem wplywa na
jej przestrzenne utozenie wzgledem powierzchni elektrody, zwigkszajac lub zmniejszajac
dostepno$¢ znacznika elektrochemicznego.

Podczas stosowania mechanizmu ,,signal-off” bazujacego na otwarciu 1 usztywnieniu
wyjsciowej struktury typu spinki (ang. hairpin) z dowigzanym terminalnie markerem redoks,
konieczne jest stosowanie odpowiednio dtugich sond tak, aby mogly one po zwigzaniu przyjac

W sposob spontaniczny pozadang strukture drugorzedowa. Oczekuje sie, aby sondy typu spinka
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spontanicznie tworzyly stabilne struktury o niskiej energii swobodnej, ktore tatwo rozwijaja si¢
w obecnos$ci komplementarnego analitu z uwagi na wzglednie niska barierg energetyczng tego
procesu. Z kolei sekwencja oznaczana nie powinna tworzy¢ konkurencyjnych wzgledem sondy,
stabilnych struktur drugorzedowych, gdyz mogtoby to zmniejsza¢ wydajnos¢ hybrydyzacji.
Typowo w przypadku sond typu spinka (czg¢sto nazywanych rowniez sondami typu stem-loop)
modulacja powinowactwa do sekwencji oznaczanej realizowana jest poprzez zmiany dtugos$ci
sztywnego segmentu dupleksowego (stem), dlugos¢ jednoniciowej petelki (loop), zmiany
w sekwencji sondy czy tez zastosowanie dodatkowych nukleotydéw niezaangazowanych
w wigzanie w roli tacznikéw (ang. spacers), ktorych rolag ma by¢ poprawa dostepnosci sondy
dla analitu i redukcja ograniczen sterycznych [100]. Przyktady takich ingerencji w strukture

sondy sg zilustrowane na Rys. 8.

zmiana dhugosci zmiana dhugosci
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zmiana dhugosci zmiana typu “mismatch”
odstepnika w sekwencji sondy

Rys. 8. Przykiady struktur sond DNA typu ,, spinka”™

Innym opisanym w literaturze i szeroko wykorzystywanym w genosensorach sposobem
podwyzszenia powinowactwa receptoréw do wykrywanej sekwencji oraz poprawy

selektywnosci jest modyfikacja struktury sondy poprzez wykorzystanie analogéw DNA lub
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modyfikowanych nukleotydow. Analogi kwaséw nukleinowych o zmienionych strukturach
szkieletu fosforanowo- cukrowego takie jak PNA czy ZNA znaczaco poprawiaja wydajnosé
hybrydyzacji dzigki ograniczeniu odpychania elektrostatycznego miedzy tancuchami, co
zwigksza termodynamiczng stabilno$¢ dupleksow nawet przy niskiej sile jonowej. Inne analogi
takie jak LNA pozwalaja na tworzenie stabilnych w warunkach préobek biologicznych hybryd
0 znacznie wyzszej temperaturze topnienia dupleksow oraz zwigkszonej specyficznosci wobec
sekwencji komplementarnych [101-103]. Z kolei modyfikowane zasady, takie jak 5-
metylocytozyna czy 8-oksyguanina tworzg silniejsze wigzania z komplementarnymi zasadami,
co sprzyja stabilizacji struktur drugorzgdowych w petlach i sondach typu spinka [104]. Jednak
z uwagi na podwyzszony koszt syntezy i potencjalnie odmienne wtasciwosci tego typu sond
w monowarstwach (na etapie immobilizacji czy oddziatywan z innymi komponentami SAM)
ich zastosowanie w elektrochemicznych biosensorach nie jest rozpowszechnione.
Projektowanie sekwencji sond oligonukleotydowych do zastosowan w roli receptorow dla
genosensorow typowo wykorzystuje metody bioinformatyczne in silico. Pozwalajg one okresli¢
spodziewany catkowity efekt energetyczny (wyrazany w postaci entalpii swobodnej AG)
tworzenia struktur drugorzedowych 1 porownaé go z efektem energetycznym tworzenia
dupleksu sonda -analit. Nalezy jednak podkresli¢, ze stosowane modele nie sg w stanie w petni
odzwierciedli¢ warunkow warstwy receptorowej, w tym roznic wynikajacych z ograniczonej
swobody konformacyjnej immobilizowanych receptoréw, ograniczen dyfuzyjnych
wynikajacych z asocjacji zachodzacej na granicy faz, czy tez r6znic w powinowactwie
wynikajacych ze sktadu medium hybrydyzacji czy chemicznej modyfikacji sekwencji sond.
Opisana wyzej ztozono$¢ mechanizmu rozpoznawania molekularnego w genosensorach
wskazuje zatem na potrzebg kazdorazowej, eksperymentalnej weryfikacji uzyteczno$ci
zaprojektowanych receptorow oligonukleotydowych do zastosowan w sensorach zardéwno pod
katem powinowactwa do analitu (efekt energetyczny wigzania), jak i mozliwosci generowania
sygnatu pradowego (stabilnos¢ obu konformacji sondy w warunkach pomiaru i wystgpowanie

mierzalnej r0znicy w sygnale po zwigzaniu analitu).

Oddziatywania receptoréw oligonukleotydowych z jonami nieorganicznymi

Rozpoznawanie molekularne przez aptamery z reguly nie odwzorowuje naturalnych
proceséw biochemicznych, poniewaz sekwencje te sg uzyskiwane na drodze selekcji in vitro,
totez optymalne warunki ich dzialania mogg znacznie odbiega¢ od warunkoéw fizjologicznych.
W przeciwienstwie do sond DNA, ktorych mechanizm wigzania bazuje na hybrydyzacji

Watsona-Cricka i wymaga omawianego wyzej Srodowiska stabilizujacego strukture dupleksu,
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aptamery mogg dziala¢é w znacznie szerszym zakresie warunkow srodowiskowych. Proces
rozpoznawania molekularnego w przypadku tych sekwencji jest mniej zalezny od stabilizacji
przez konkretne jony, co pozwala na ich zastosowanie w zréznicowanych matrycach, w tym
jako receptory jondw nieorganicznych w probkach §rodowiskowych. Wspominana wyzej
swoboda w doborze warunkéw oferuje szereg nowych mozliwosci, poniewaz wigzanie analitu
przez aptamer moze w ten sposob angazowacé rézne jego komponenty - zardwno szkielety
cukrowo-fosforanowe jak i1 zasady azotowe, a takze niewykorzystywane w przypadku prostych
reakcji hybrydyzacji DNA-DNA mechanizmy oddziatywan [24,105].

Na przestrzeni ostatnich lat opublikowano szereg prac opisujacych mozliwosci
wykrywania kationéw 1 aniondéw nieorganicznych za pomoca aptasensoréw DNA
wykorzystujacych rozne strategie detekcji sygnalu. Szczegdlnie wartym uwagi - zaréwno
zuwagi na mechanizm oddziatywania z kwasami nukleinowymi, jak réwniez znaczenie
oznaczania tego jonu w analityce Srodowiskowej - jest kation rteci(Il), dla ktoérego przyktady
aptasensoréw zestawiono w Tabeli 1.

W wigkszosci opisanych przypadkéw selektywno$é aptasensoréw wzgledem jondw
rteci(I) wynika z unikalnej zdolnosci Hg?>* do tworzenia mostkow T-Hg?*"-T, wspomaganej
zmianami konformacyjnymi aptameru oraz preferencyjnym wigzaniem koordynacyjnym
z wybranymi grupami donorowymi w jego strukturze. Nalezy jednak zauwazy¢, ze analiza
zrodet literaturowych nie dostarcza jednoznacznych wnioskdw na temat mechanizmu
generowania sygnatu elektrochemicznego, ani rOwniez nie rozstrzyga, jaka powinna by¢
optymalna sekwencja i dlugos¢ sondy DNA z dowigzanym znacznikiem, ktora bedzie
najbardziej odpowiednia do zastosowan w woltamperometrycznych biosensorach opartych na
monowarstwach typu SAM.

Poza odpowiednim zaprojektowaniem sondy, istnieje réwniez mozliwos¢ poprawy
selektywnosci  wigzania kationow poprzez odpowiednie dostosowanie warunkow
srodowiskowych wptywajacych m.in. na stabilno$¢ analitu w roztworze. Warunki te moga by¢
dostosowane tak, aby utrudni¢ wigzanie innych jonéw metali, czego przykladem moze by¢ np.
zastosowanie precyzyjnej kontroli pH sprzyjajacej hydrolizie czgsci jondw przeszkadzajacych
badz zastosowanie jako czynnikéw buforujgcych lub dodatkow do buforu czynnikow
stabilizujacych lub kompleksujacych wybrane formy kationéw w roztworach. Doniesienia
literaturowe wskazuja rowniez na mozliwo$¢ sterowania selektywnosciag aptameréw za pomoca

wprowadzenia do medium pomiarowego jonéw dwuwartosciowych [106].
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Tabela 1. Przyktady aptasensorow DNA wykorzystywanych do wykrywania jonow rteci(ll)

Zasada Zakres
. . Zrédto sygnatu Aptamer Detekcja liniowy/ Odnosnik
dziatania LOD
dowigzany woltamperometria | | M-~ 1
znacznik MB (S%VV) nM/ [20]
(signal-on) 22 nb, bogaty 0,62 M
: w T (64%
dowiazany sekwencji) 10 - 250
znacznik FAM fluorymetria 107
: nM/ [107]
(wygaszanie (FRET)
.. 3,5nM
fluorescencji)
[Fe(CN)e]** 29 nb, bogaty
W roztworze w T (62% EIS 0-300nM/ - 108]
. » . 50 nM
(,,signal-on™) sekwenciji)
dowigzany 26 nb, bogaty
MB (,,signal- w T (62% kolorymetria 1-300nM/} - 1109)
" . 0,7 nM
_ off”) sekwenc;ji)
twqrze.r’l’l ) ostabienie spektroskopia sit
»Spinki” — . oddziatywania | 33 nb, bogaty p Sied ncs “h 10 - 100
hybrydyzacja | kompleksu w T (52% p ch s}t]eczgk pM/ [110]
wspomagana | antamer-Hg?" sekwencji) gMF S 100 pM
wewnatrz- z podlozem ( )
-t steczkow_y dowigzany woltamperometria 0,01 - 500
mi mgstkaml ferrocen 33 nb, bogaty (]§PV) nM/ [111]
T-Hg™-T (..signal-on”) w T (52% 0,005 nM
dowigzany sekwencji)
znacznik FAM 14 nb, bogogaty . 2 - 160 1M/ (112)
(wygaszanie w T (72% fluorymetria
. .. 0,2 nM
fluorescencji — sekwencji)
wSignal-on”)
dowigzany 22 nb, bogaty . nie
ferrocen w T (64% Woigrlil\p;srioggtrla dotyczy/ [113]
(,,signal-on™) sekwencji) 0,1 ng/ml
dowigzany
znacznik . sekwencja 12.7nM - 1
TAMRA 1 . . . [1 1 4]
polityminowa fluorymetria uM/ 12,7
wygaszacz T oM
DABCYL "
(osignal-off”)
hybrydyzacja
dwoch nici
DNA
XZI; ?12 iiana dowigzany 23 nb, bogaty 20%\;{?00
2t znacznik FAM w T (35% fluorymetria [115]
THg™-T (,,signal-on™) sekwenciji) 5-33pM/
i klasyczna g ] 106 t™M
hybrydyzacja
(mechanizm
kompetycyjny)
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hybrydyzacja
%\;chgh et ﬁgmra;z;?r,ial 10 nb, bogaty 20nM - 0,5

. : w T (50% chemiluminescja pM/ [116]
wspomagana jako znacznik .

. . ” sekwencji) 1 pM

mostkami (,,signal-on™)
T-Hg*-T
hyb’rydy;a.c ja 33 nb, bogaty
%%‘Xh et dowiazany w T (30% 0.01- 0,3
WSDOMmasana znacznik FAM | sekwencji) i G fluorymetria uM/ [117]
rnolz tkamgi (,,signal-on™) (36% 4,72 nM
T-Hg>-G sekwenc;ji)
degradacja dowiazany
lz{nljcﬁl fikowan znacznik FAM 17 nb,
oo y 1 wygaszacz zawierajacy 3 fluorvmetria 0-50 nM/ [118]
f(%s forotioanem Iowa Black zmodyfikowan ry 1,7nM

FQ (,,signal- ¢ adeniny
pod wptywem »
Hg2+ on )

* 7rodlo — praca wiasna

W opisanych dotychczas przyktadach elektrochemicznych aptasensorow do detekcji jonow
Hg?*, wplyw buforu stanowigcego $rodowisko oddziatywania analitu z aptamerem nie zostat
jednak wyjasniony w sposdb wyczerpujacy. Wspomniane wyzej niedostatki wiedzy wydajg si¢
mie¢ kluczowy wplyw na brak przetozenia badan podstawowych na przyktady wykorzystania
aptasensorow DNA w systemach spelniajacych wyzwania wspotczesnej analityki
srodowiskowe;.

Szczegolnie trudng do wykrywania za pomocg aptameréw DNA grupe zwigzkow stanowig
aniony nieorganiczne. Ich prosta budowa oraz ujemny fadunek istotnie ograniczaja pule
mechanizmoéw rozpoznawania molekularnego oferowanych przez aptamery. Szkielet
fosforanowy DNA jest ujemnie natadowany, co powoduje odpychanie elektrostatyczne
pomigdzy aptamerem a anionami. W przeciwienstwie do kationow, ktore stabilizujg strukture
DNA poprzez neutralizacj¢ tadunkow grup fosforanowych, aniony wykazuja sktonnos¢ do
destabilizacji drugorzedowych struktur aptamerdéw, co znacznie utrudnia ich wigzanie. Brak
specyficznych miejsc wigzacych dla wigkszo$ci anionéw w szkielecie DNA réwniez ogranicza
mozliwosci selektywnego rozpoznania, poniewaz zasady azotowe nie posiadajg odpowiednich
grup donorowych do tworzenia stabilnych kompleksow z anionami. Dodatkowo aniony sg
silnie solwatowane w $rodowisku wodnym, a usunigcie warstwy hydratacyjnej wymaga
znacznej ilo$ci energii, co obniza termodynamiczng efektywno$¢ procesu wigzania przez
aptamer [119,120].

Przyktadem pierwiastka, ktdérego oznaczanie nieorganicznych anionowych form byloby

warto$ciowe z punktu widzenia analiz srodowiskowych jest selen. Wykazuje on sklonnos¢ do
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bioakumulacji, a jego wodnorozpuszczalne formy takie jak seleniany(IV) i seleniany(VI) sa
szkodliwe, szczegdlnie dla organizméw wodnych [121]. Jak dotad nie zostaly opracowane
aptasensory umozliwiajace detekcje anionow selenianowych(VI) (SeO4%), a przyczyn tego
upatrywaé nalezy wlasnie w przypuszczalnej trudnosci w wyselekcjonowaniu sekwencji
aptamerowej o odpowiednio wysokim powinowactwie do tych anionow. Tym niemniej,
wykorzystanie oddziatywan powinowactwa pomiedzy réznego typu aptamerami a anionami
jest mozliwe, czego przyktady zestawiono w Tabeli 2. Co nalezy jednak podkresli¢, autorzy
przedstawionych przyktadéw czgsto skupiali si¢ jedynie na charakteryzacji oddziatywania
aptamer-analit i nie stosowali wyselekcjonowanych sekwencji kwasoéw nukleinowych jako
receptoréw w projektowaniu urzadzen analitycznych. Polaczenie prostoty konstrukcji, wygody
uzytkowania oraz korzystnych parametrow analitycznych elektrochemicznych aptasensorow
DNA sprawia, ze wyselekcjonowanie sekwencji aptamerowej zdolnej do selektywnego
oddziatywania z jonami SeO4+*" 1 opracowanie na jej podstawie sensora wydaje si¢ obiecujacym

podejsciem do monitorowania stezenia tego anionu.

Tabela 2. Przykiady aptamerow DNA zdolnych do oddziatywania z maloczgsteczkowymi

zwigzkami matoczgsteczkowych zwigzkow o charakterze anionowym

. Mechani . Zakres lini .
Analit :}icqza;l;m Metoda detekcji a CE OI]I;IOW}’/ Probka | Odno$nik
S kolorymetria i 50-1000 pM/ brak
fosforany(V) fie opisano woltamperometria 0,983 uM danych [121]
EIS 0.67-133 nM/ brak [122]
indukowana 0,8 uM danych
arseniany(IIl) | analitem zmiana 0.667 - 13,35 woda
konformacyjna FET nM/ mineral [123]
0,257 nM na
indukowana Wg;rf ir
analitem zmiana fluorescencja 0,1 uM - I mM/ 5 4 [124]
konformacyjna (FRET) 3,35nM .
JSDNA komore
k HeLa
ATP 1n§1ukowaqa
analitem zmiana . ..
Konformacyina wykorzystanie reakcji
wi ZaniyaJ ’ kolorymetria zachodzgcych w roztworze [125]
Wwo d?)rowe ; (agregacja AuNPs) bez konstruowania
oddziatywania aptasensora
T-T
anionowe . .
orfiryn oddziatywania wykorzystanie reakcji
poriiryny porfiryn z spektroskopia UV- yxorzy .
(N-metylo . . zachodzgcych w roztworze
guaning — Vis, elektroforeza, . [126]
mezoporfi- . . ) bez konstruowania
. tworzenie G- dichroizm kotowy
ryna IX 1 kwadrupleksow aptasensora
pochodne) P

* zrodlo — praca wlasna
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2. Celi zakres pracy doktorskiej

Celem byto opracowanie metod prowadzacych do poprawy parametréw pracy wybranych
biosensoréw, poprzez odpowiednig modyfikacje warstw receptorowych, sktadu roztworow
badanych, wstepnego przygotowania probek, czy tez procedur pomiarowych. Jako modelowe
anality wybrano biomarkery genetyczne chordb wirusowych i bakteryjnych (COVID-19,
btonica) oraz male czasteczki nieorganiczne (jony Hg?* i SeOQ4*), reprezentujace obiekty badan
istotne z punktu widzenia analizy klinicznej i sSrodowiskowej, odpowiednio. Szczegolny nacisk
polozono na poznanie mechanizméw oddziatywan w odpowiedzialnych za proces
rozpoznawania analitow, jak i generowania sygnatu analitycznego.

Pierwsza z glownych hipotez badawczych dotyczy zwigkszenia sygnatu pradowego
poprzez zastosowanie alternatywnych do powszechnie stosowanego 6-merkapto-1-heksanolu
(MCH), czasteczek blokujacych w warstwach samoorganizujacych si¢ (SAM) na powierzchni
ztotych elektrod. W celu jej weryfikacji zaplanowano prace ukierunkowane na dobor
wypetniacza warstwy SAM w biosensorach przeznaczonych do detekcji genow zwiazanych
z toksynotworczos$cig.

Kolejnym obszarem badawczym jest kompleksowa ocena przydatnosci przetwornikow
elektrochemicznych wykonanych w technologii fizycznego osadzania z fazy gazowej (PVD)
1ich porownanie do klasycznych przetwornikow sitodrukowych. Postawiona hipoteza
badawcza wskazuje na relacje pomig¢dzy lepsza jednorodnoscig 1 nizsza chropowatoscia
powierzchni a bardziej efektywnym formowaniem warstw receptorowych oraz wigksza
stabilno$cia 1 powtarzalnoscia sygnatéw elektrochemicznych.

Istotny element pracy stanowi réwniez zbadanie wptywu sktadu roztworu pomiarowego
oraz zastosowanych sekwencji sond DNA 1 aptamerow na mozliwos¢ selektywnego 1 czutego
wykrywania jonow rtegci(Il) oraz seleniandw(VI). Przyje¢to, ze odpowiednio dobrane warunki
procesu analitycznego - w tym pH, sita jonowa i sktad buforu - maja istotny wptyw na
konformacyjne zmiany w warstwie receptorowej determinujgce mechanizm rozpoznania
analitu 1 generowania sygnatu.

Ostatnia hipoteza badawcza dotyczy zastosowania funkcjonalizowanych nanoczastek
magnetycznych jako nosnikéw do selektywnego wigzania 1 wydzielania kwaséw
nukleinowych. Zatozono, ze modyfikacja powierzchni nanoczastek Fe3O4 - obejmujaca m. in.
pokrycie polietylenoiming (PEI), ztotem, krzemionka czy tlenkiem grafenu - pozwoli na

kontrolowanie charakteru i1 sity oddzialywan z DNA (elektrostatyczne, hydrofobowe,
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koordynacyjne), co przetozy si¢ na skutecznos¢ i odwracalno$¢ proceséw adsorpcji i desorpcji

materialu genetycznego.

Realizacja celu niniejszej pracy doktorskiej obejmuje nastepujace zadania badawcze,
przedstawione w cyklu pieciu artykutdéw naukowych:

e zaprojektowanie 1 selekcja odpowiednich sekwencji sond oligonukleotydowych
1 aptamerowych pod katem zwigkszenia selektywnos$ci i czutosci konstruowanych na ich
podstawie biosensoréw DNA,

e analiza wplywu wybranych niereceptorowych skladnikow warstwy receptorowej na
parametry pracy biosensora DNA do wykrywania biomarkerow genetycznych na
przyktadzie toksoidu bloniczego,

e opracowanie nowych kompozycji warstw samoorganizujacych si¢ (SAM) na powierzchni
elektrody ztotej i ocena ich wplywu na niespecyficzng adsorpcj¢ biatek oraz odpowiedz
pradowa sensora,

e zbadanie wplywu dlugosci sekwencji polityminowej na charakter odpowiedzi czujnika
w obecnosci jonow rteci(Il) (mechanizm ,,signal-off” vs. ,,signal-on”),

e zbadanie wptywu sktadu roztworéw pomiarowych na oddziatywania DNA z jonami, takimi
jak kationy rteci(Il) 1 aniony selenianowe(VI), a w konsekwencji na odpowiedz
elektrochemiczng opracowywanych biosensorow,

e miniaturyzacja biosensorow DNA, na przykladzie genosensora do detekc;i
amplifikowanych sekwencji SARS-CoV-2 i aptasensora do wykrywania Hg?",
z zastosowaniem wybranych typow planarnych, trdjelektrodowych miniaturowych
przetwornikéw elektrochemicznych,

e identyfikacja kluczowych oddzialywan miedzy DNA a powierzchniag nanoczastek
w kontekscie ich zastosowania do wydzielania kwasow nukleinowych i oczyszczania probek
biologicznych.

W trakcie realizacji badan zastosowano techniki analityczne, m.in.: woltamperometri¢
cykliczng (CV) i fali prostokatnej (SWV), elektrochemiczng spektroskopie impedancyjng
(EIS), mikrowage kwarcowa z monitorowaniem rozproszenia (QCM-D), tandemowa
spektrometri¢ mas z jonizacja w plazmie sprzezonej indukcyjnie (ICP-MS/MS), analizg
elementarng, spektrofotometric UV-Vis 1 termograwimetri¢ (TGA), jak roéwniez techniki
charakteryzacji materialdw m.in.: skaningowa 1 transmisyjng mikroskopi¢ elektronowa
(SEM/STEM), laserowa mikroskopi¢ konfokalng (LSCM), spektroskopi¢ w podczerwieni

(FT- IR), dynamiczne rozpraszanie swiatta (DLS) oraz magnetometri¢.
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3. Komentarz do cyklu artykuléw naukowych bedacych podstawa rozprawy
doktorskiej

Fundament niniejszej Rozprawy Doktorskiej stanowi pie¢ spdjnych tematycznie prac
opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych. Publikacje oznaczone
symbolami P1 — P5 przedstawiajg realizacj¢ zadan badawczych dotyczacych szeroko pojetych
badan mechanizméw oddziatywan kwasow nukleinowych ze sktadnikami warstwy
receptorowej czy roztworem pomiarowym. Badania te prowadzono w kontekscie ich
wykorzystania w konstrukcji geno- 1 aptasensoréw oraz wstgpnego przygotowania probek.
Najwazniejsze watki badawcze dotyczace poprawy parametréw pracy biosensorow i wstepnego
przygotowania probek przedstawione w ramach artykuléw naukowych stanowiagcych podstawe
rozprawy doktorskiej zostaly zaprezentowane na Rys. 9.
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wydzielenie analitu PR
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Rys. 9. Schemat koncepcyjny badan wykonanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej.

W zastosowaniach biosensorycznych DNA wykazuje istotnie rozszerzone spektrum
oddziatywan, wykraczajace poza jego naturalne funkcje biologiczne. Kluczowe
w projektowaniu biosensoréw jest zrozumienie oddziatywan migdzy sekwencjami kwasow
nukleinowych jako receptorow molekularnych (unieruchomionych na powierzchni) jak
1 obecnych w roztworze (jako wykrywane anality) — z sekwencjami komplementarnymi DNA

[P1, P2], jonami [P3, P4] czy nanomaterialami [PS5], jak rowniez z pozostatymi

51



niereceptorowymi sktadnikami warstwy bioczutej [P1]. Uzyteczno$¢ kwasow nukleinowych
w roli receptorow molekularnych w warstwach typu SAM czujnikéw DNA zalezy zaréwno od
morfologii 1 stanu powierzchni elektrody [P2], jak 1 od sktadu roztworu pomiarowego [P3, P4],
ktore majg bezposrednie przelozenie na parametry pracy biosensorow. W kontekscie
projektowania warstw receptorowych kluczowe jest selektywne wzmacnianie pozadanych
oddziatywan, takich jak interakcje z analitem. Jednocze$nie nalezy minimalizowaé
niepozadane oddzialywania, np. niespecyficzne oddzialywanie sond z powierzchnig, matryca
probki czy niereceptorowymi elementami warstwy receptorowej, gdyz moga one zakldcac,

a nawet uniemozliwia¢ wykrywanie analitu.

3.1 Poglebiona analiza wplywu czynnikéw blokujacych powierzchnie¢ elektrody na
parametry elektrochemicznego biosensora DNA z motywem spinki (P1)
A. Szymezyk, K. Soliwodzka, M. Moskal, K. Rozanowski, R. Ziotkowski, Further insight into the possible influence of

electrode blocking agents on the stem loop based electrochemical DNA sensor parameters. (2021) Sensors and Actuators

B: Chemical, 354, 131086, DOI: 10.1016/j.snb.2021.131086

W publikacji P1 skupiono si¢ na wykorzystaniu znakowanych sond DNA w formie spinki
(z ang. hairpin) do konstrukcji biosensorow DNA [40]. Co warto zauwazy¢, wigkszo$¢
opisanych w literaturze rozwigzan skupia si¢ na wykrywaniu za pomoca tego mechanizmu
krotkich sekwencji (do okoto 30 nukleotyddéw). Z praktycznego punktu widzenia, jesli mamy
do czynienia z probka rzeczywista po procesie amplifikacji kwasow nukleinowych, zwykle jest
ona jednak o wiele dluzsza. Dlatego tez w badaniach w gltéwnej mierze skupiono si¢ na
wykorzystaniu receptora DNA ulegajacego zmianom konformacyjnym do wykrywania
fragmentow DNA o dlugosciach rzedu 100 nukleotyddéw. Biorac pod uwage doniesienia
0 pojawiajacych si¢ ponownie zachorowaniach na btonice [127,128], jako modelowy analit
wybrano gen toksoidu btoniczego.

Badania opisane w publikacji P1 koncentruja si¢ na analizie wplywu sktadu warstwy
receptorowej na jej oddzialywania z wykrywanym DNA oraz na dalszym rozwoju strategii
elektrochemicznej detekcji kwaséw nukleinowych w biosensorach. W przeprowadzonych
analizach glowny nacisk postawiono na poréwnanie wybranych niereceptorowych sktadnikéw
warstwy bioczutej. Okazuje si¢, ze maja one istotny wptyw na oddziatywania zachodzace
w warstwie dyfuzyjnej przy powierzchni elektrody, jak rowniez na natezenie rejestrowanego
sygnatu elektrochemicznego. Zbadano i przeanalizowano wplyw rodzaju zastosowanego
czynnika blokujacego elektrode (tzw. wypelniacza) zar6wno na parametry pracy uzyskanego

W ten sposOb genosensora, jak rowniez jako$¢ uzyskanej warstwy receptorowe;.
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Badane wypetiacze podzielono na cztery gldwne grupy (Rys. 2; [P1]):

- w-merkaptoalkohole, wykazujace czeSciowy tadunek ujemny, dzigki obecnosci tlenu
w grupie hydroksylowej, do ktorych zaliczono 6-merkapto-1-heksanol (MCH) oraz 2-
merkaptoetanol (MCE);

- zwiazki o czesciowym tadunku dodatnim, wynikajacym z obecno$ci wolnej i zdolnej do
protonowania grupy aminowej, reprezentowane przez cysteaming (CHC);

- zwiazki obojetne o wyzszej przewodnosci niz w-merkaptoalkohole, dzigki ich strukturom
rezonansowym, z dietyloditiokarbaminianem sodu (DEDTC) jako przedstawicielem;

- tiolowe pochodne z pierscieniami aromatycznymi, w tym 2-fenyloetylotiol (2-PhET),
przypuszczalnie ustawiony prostopadle do powierzchni, oraz 1,3-benzenoditiol (BDT),
prawdopodobnie przyjmujacy konfiguracje¢ sko$na.

Analizowano wplyw warunkéw samoorganizacji wypelniaczy na jako$¢ monowarstw.
Immobilizacja tiolowanych sond DNA na elektrodzie trwata 30 s przy uzyciu 0,2 uM roztworu
w 1 M KH2POa. Stezenie 1 czas inkubacji elektrod z uprzednio zaiimobilizowanym DNA
z wypetniaczami zwigkszono odpowiednio do 2 mM i 24 h (lub 48 h dla DEDTC ze wzgledu
na jego budowe i wolniejsza chemisorpcje na ztocie [ 129]). Wiadomo, ze uporzadkowana, gesta
monowarstwa minimalizuje interakcje zlota ze sktadnikami probki, co w zatozeniu poprawia
stabilno$¢ sygnatu. Majac na uwadze powyzsze, w pierwszym etapie badan przenalizowano
pod tym katem monowarstwy mieszane uzyskane przy udziale wybranych wypetniaczy,
a zarejestrowane woltamperogramy cykliczne przedstawiono na Rys. 3; [P1]. Najwicksze
spadki pragdu pojemnosciowego w pordéwnaniu do niemodyfikowanej ztotej elektrody
zaobserwowano dla DEDTC, MCH, BDT oraz 2-PhET, co wskazuje na skuteczng modyfikacj¢/
zabezpieczenie powierzchni elektrody przez te wypelniacze. Brak wyraznego efektu pokrycia
powierzchni w przypadku MCE moze wynika¢ z niskiej jakosci 1 stabej organizacji utworzonej
warstwy, co prowadzi do odstonigcia fragmentow powierzchni elektrody. Obszary te
umozliwiajg kontakt sktadnikow probki z powierzchnig zlota, co sprzyja wystepowaniu reakcji
elektrochemicznych, takich jak np. redukcja tlenu do nadtlenku wodoru. Proces ten moze
przyczynia¢ si¢ do degradacji warstwy receptorowej, ograniczajac jej stabilnos¢
1 powtarzalno$¢ sygnatu.

Badania uzyskiwanych sygnaléw pradowych pochodzacych od warstwy receptorowej za
pomoca SWV pozwolity zaobserwowaé do$¢ zaskakujaca zalezno$¢ natezenia pradu od
czestotliwosci skanowania w przypadku CHC. Przy 15 Hz nie rejestrowano sygnatu, natomiast

wzrost czgstotliwo$ci  poczatkowo zwigkszat intensywno$¢ reakcji  redoks bfiekitu
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metylenowego, po czym nastgpowal jej spadek (Rys. 7; [P1] i Rys. 10b). Poczatkowy brak
sygnatu pradowego prawdopodobnie zwigzany jest z obserwowanym wysokim pradem
pojemnosciowym rejestrowanym w przypadku tak skonstruowanych warstw receptorowych.
Zwigkszanie czestotliwosci skanowania prowadzi do zmniejszenia warstwy dyfuzyjnej,
a ostatecznie do zwigkszenia rejestrowanego pradu faradajowskiego. W momencie, gdy
warto$¢ tego pradu przekroczyta wartos¢ pradu pojemnosciowego zaczeto obserwowac sygnat
elektrochemiczny pochodzacy od warstwy receptorowej. Natomiast dalsze zwigkszanie
czestotliwosci skanowania w pewnym momencie prowadzi do obnizenia rejestrowanego pradu,
co moze wynika¢ z budowy zastosowanego wypelniacza. W szczegolnosci moze to by¢
zwigzane z obecnoscig wolnej pary elektronowej na atomie azotu, jak réwniez moze wynikac
z zaleznosci miedzy czestotliwoscig skanowania a reakcja redoks biekitu metylenowego
1 transferem elektrondow w poprzek warstwy receptorowej do elektrody. Co warte podkreslenia,
zastosowanie w roli $rodka blokujacego powierzchni¢ elektrody DEDTC oraz 2-PhET
pozwolilo na rejestracje wyzszych nat¢zen pradu oraz na obnizenie granicy wykrywalno$ci
analitu w pordwnaniu z dotychczas stosowanym MCH.

Istotnym parametrem, na ktéry zwrdécono uwage przy doborze sktadu warstwy
receptorowej w mieszanych monowarstwach typu SAM jest stabilno$¢ uzyskiwanej
odpowiedzi pradowej [64]. W mechanizmach detekcji opartych na zmianach konformacyjnych
warstwy receptorowej konieczne jest osiggnigcie stanu rOownowagi, aby rejestrowane zmiany
sygnatu pradowego wynikaty wytacznie z oddzialywania z analitem. Stabilno$¢ warstw
bioczutych zawierajagcych sondy DNA znakowane blekitem metylenowym monitorowano
poprzez okresowa rejestracje sygnatu pradowego (Rys. 4; [P1] 1 Rys. 10a). W przypadku MCH
1 DEDTC zaobserwowano przewidywalny przebieg zmian, prowadzacy do stopniowego zaniku
wahan sygnatu az do momentu jego catkowitej stabilno$ci. Natomiast w przypadku warstw
zawierajacych wypetiacze z pier§cieniami aromatycznymi, takie jak 2-PhET oraz BDT, sygnat
SWYV wykazywal znaczng niestabilno$¢ w czasie. Zjawisko to moze wynika¢ z oddziatywan
typu 7-7 miedzy pierscieniami aromatycznymi obecnymi w sondzie DNA a unieruchomionymi
czasteczkami wypelniacza, co prowadzi do dynamicznych zmian w strukturze warstwy
receptorowej 1 utrudnia osiaggnigcie stabilnej odpowiedzi czujnika.

W kolejnym kroku zbadano wptyw réznych wypetniaczy na kinetyke transferu elektronow
(Rys. S6; [P1]). Zaobserwowano pod tym wzgledem dwie ciekawe zaleznosci. Pierwsza, to
wzrost szybko$ci wymiany elektrondow w przypadku elektrody modyfikowanej warstwa
receptorowa (zwierajaca DEDTC) w pordwnaniu do elektrody niemodyfikowanej. Druga

rowniez dotyczy wzrostu szybkosci wymiany elektronéw, ale po procesie hybrydyzacji
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w przypadku warstwy zawierajacej BDT. Najprawdopodobniej moze to wynikaé ze zmiany
utozenia kowalencyjnie unieruchomionych sond DNA na powierzchni elektrody. Z uwagi na
znaczng dtugos¢ stosowanych sond DNA wykazuja one wzglednie wysoka elastyczno$¢, co
moze skutkowa¢ w tym przypadku adsorpcjag nici DNA na powierzchni pokrytej BDT.
Elektroda pokryta warstwg tego wypetniacza najprawdopodobniej charakteryzuje si¢
odstonigtymi pier§cieniami aromatycznymi co sprzyja takiemu zjawisku. Natomiast niska
szybko$¢ wymiany elektronow przed procesem hybrydyzacji najprawdopodobniej zwigzana
jest z trudnoscig ich przekazania do elektrody przez taki wypekniacz. Z kolei jej wzrost po
procesie hybrydyzacji moze $wiadczy¢ o utworzeniu dwuniciowych struktur DNA
wykazujacych przewodno$¢ elektryczng na odpowiednio dlugich odcinkach i drodze
elektronow do elektrody wtasnie wzdtuz dwuniciowych struktur DNA. Jednak ze wzgledu na
niskie odpowiedzi biosensora na zmienne ste¢zenie cDNA, BDT ostatecznie nie sprawdzit si¢
jako skuteczny wypelniacz.

Mechanizmy zaobserwowane w badaniach elektrochemicznych potwierdzono przy
pomocy mikrowagi kwarcowej. Zmierzona dyssypacja energii, okreslajaca elastycznos¢
warstwy, byta znacznie wyzsza dla MCH niz dla wypetiaczy o tadunku nieujemnym, co
sugeruje réznice w organizacji warstwy receptorowej (Rys. S2; [P1]). Nalezy oczekiwac, iz
jedynie w monowarstwie z MCH jednoniciowe sondy DNA byty ukierunkowane prostopadle
do elektrody, co wpltywato na jej odmienne wiasciwosci mechaniczne. Po hybrydyzacji
elastycznos$¢ warstwy z MCH malata ze wzgledu na sztywno$¢ dsDNA, podczas gdy dla
pozostatych wypetniaczy wzrastala, co wskazuje na mniej uporzadkowang wyjsciowq
orientacje sond 1 oslabienie w ten sposéb oddzialywan z-m odpowiedzialnych za pierwotne
usztywnienie struktury sondy.

Podczas analizy probek rzeczywistych, oprocz omowionych wczesniej aspektow, nalezy
uwzgledni¢ wptyw skomplikowanej matrycy, zawierajacej biatka i1 inne sktadniki, na warstwe
receptorowg czujnika. W celu oceny oddziatywan niespecyficznych przeprowadzono badania
z wykorzystaniem spektroskopii impedancyjnej i mikrowagi kwarcowej po dodaniu biatek
modelowych (BSA1HSA) (Rys. 81SS5; [P1] oraz Rys. 10c). Wyniki wykazaty, Ze powierzchnia
ztota modyfikowana DEDTC byta najmniej podatna na adsorpcj¢ biatek, podczas gdy 2-PhET
wykazywatl tendencje do silnej asocjacji biatek, co potwierdzono poprzez zarejestrowany
wzrost oporu elektrody (EIS) oraz zmiany cze¢stotliwosci 1 dyssypacji energii na sensogramach
QCM. Z tego wzgledu oceniono, iz 2-PhET nie sprawdza si¢ jako skuteczny $rodek blokujacy

powierzchnig¢ elektrody.
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Podsumowujac, badania wykazaty, ze DEDTC jako wypelniacz o oboj¢tnym tadunku,
stanowi obiecujaca alternatywe¢ dla MCH. Uzyskane parametry, takie jak natezenie sygnatu
pradowego, stabilno$¢ warstwy receptorowej oraz odpowiedz biosensora na wykrywana,
specyficzng sekwencje, potwierdzaja skutecznos¢ DEDTC jako komponentu warstwy
receptorowej czujnikow DNA (Rys. 10a i 10b). W poréwnaniu do innych analizowanych
zwigzkow, DEDTC znaczaco ograniczal niespecyficzng adsorpcje biatek, co zwigkszato
stabilno$¢ sygnalu biosensora (Rys. 10c). Wyniki te sugeruja, ze zastosowanie tego
wypetniacza moze prowadzi¢ do bardziej powtarzalnych i1 wiarygodnych pomiarow

w rzeczywistych probkach biologicznych niz standardowo uzywany MCH.
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Rys. 10. Porownanie witasciwosci elektrochemicznych monowarstw DEDTC i MCH:
a) natezenie sygnatu prqdowego (pomiary SWV), b) odpowiedz biosensora dla roznych
stezen analitu (pomiary SWV, po lewo wyzZsze stezenia, po prawo nizsze), c¢) wplyw adsorpcji

biatka na opornosc¢ warstwy (pomiary EIS) [na podstawie Pl1].
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3.2 Praktyczne aspekty konstrukcji biosensorow DNA z wykorzystaniem monowarstw
SAM na zminiaturyzowanych przetwornikach zlotych: przyklad detekcji SARS-
CoV-2 (P2)

A. Szymcezyk-Drozd, D. Baran, A. Skiba, A. Zasada, E. Mosiej, J. Krzeminski, A. Peptowski, E. Malinowska, R. Ziotkowski,

Practical Aspects of SAM-Based Electrochemical DNA Biosensors on Miniaturized Planar Gold Transducers: A Case
Study with SARS-CoV-2. (2025) Measurement, 250, 117212, DOI: 10.1016/j.measurement.2025.117212

Monowarstwy samoorganizujace si¢ (SAM), w polaczeniu z odpowiednio przygotowanym
podiozem przetwornika, zapewniajg kontrolowane srodowisko dla immobilizacji sond DNA.
Nalezy oczekiwa¢ zatem, iz wybor sekwencji sondy oraz typu przetwornika, na ktorego
powierzchni zostanie utworzona warstwa receptorowa bedzie mie¢ bezposredni wptyw na
jakos$¢ skonstruowanego czujnika. Aby oceni¢ przydatnos¢ ztotych elektrod pracujacych jako
podtozy do tworzenia stabilnych i dobrze zorganizowanych warstw receptorowych na potrzeby
konstrukeji elektrochemicznych biosensorow DNA, w publikacji P2 przeprowadzono badania
charakteryzacyjne jakosci powierzchni ztota jako materialu elektrodowego stosowanego
w miniaturowych przetwornikach elektrochemicznych. W badaniach zastosowano sonde
molekularng typu spinka, znakowana bigkitem metylenowym, do detekcji genetycznych
markerow COVID-19 po reakcji transkrypcji 1 amplifikacji PCR.

Na wstepnym etapie, z pomocg oprogramowania OligoAnalyzer, zaprojektowano sondy
DNA 1 okreslono ich przewidywane, najbardziej stabilne struktury drugorzg¢dowe (Tab. 3;
[P2]). Wszystkie zaprojektowane sondy preferencyjnie przyjmujg konformacje petli, w ktorej
znacznik redoks znajduje si¢ blisko powierzchni elektrody. Jednak mozna si¢ spodziewac, ze
réznice w stabilno$ci termodynamicznej, okreslanej na podstawie energii Gibbsa, beda
wpltywaly na ich zdolno$¢ do spontanicznych zmian konformacyjnych oraz efektywnos¢
tworzenia sztywnych duplekséw dsDNA z docelowym analitem. Wiadomo, ze sposob
unieruchomienia sondy na spolaryzowanej powierzchni elektrody ma istotny wplyw na jej
predyspozycje do rozpoznawania sekwencji komplementarnych [62]. Z tego wzgledu wybor
docelowych sekwencji sond zostat poparty badaniami eksperymentalnymi. Analize rozpoczeto
od tworzenia warstw receptorowych na klasycznych elektrodach dyskowych, przyjmujac jako
kryterium oceny sond DNA uzyskiwane odpowiedzi gotowych czujnikdéw dla roznych stgzen
cDNA, wybierajac te oferujace najwieksza czuto$¢. Okazato si¢, ze wybrane na podstawie
badan doswiadczalnych sekwencje receptorowe w wigkszosci charakteryzowaly si¢ réwniez
najnizsza energig Gibbsa (wyjatek stanowit gen RdRp), co potwierdzalo ich zdolnos¢ do
efektywnej hybrydyzacji z wykrywana sekwencja.
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W kolejnym etapie zbadano odpowiedZ biosensoréw z wybrang sekwencja sondy (S1 dla
gendéw E i N oraz S2 dla gendow RdRp i ACTB) w probkach rzeczywistych, ktore stanowity
mieszaniny poreakcyjne reakcji PCR. Poczatkowo rozréznienie probek dodatnich
(zawierajacych wykrywany analit) i uyjemnych (nie zawierajacych wykrywanego analitu) byto
niemozliwe, prawdopodobnie z powodu obecno$ci w nich biatek, ktore moga oddzialywaé
zardwno z powierzchnig elektrody, jak i z badanym analitem. Aby zminimalizowac ten efekt,
zastosowano dodatek rozpuszczalnika organicznego, zwigkszajacego wydajnos¢ hybrydyzacji
w probkach bogatych w biatka. Po przeanalizowaniu r6znych rozpuszczalnikéw i ich stezen
wybrano 20% (v/v) roztwér dimetylosulfotlenku (DMSO) w buforze pomiarowym. Mechanizm
jego dziatania polegatl na zmniejszeniu powinowactwa biatek do kwasow nukleinowych oraz
obnizeniu temperatury topnienia dsDNA, co ulatwiato rozplecenie struktur drugorzegdowych
typu spinka jak i prawdopodobnych struktur drugorzgdowych tworzonych przez sekwencje
wykrywane 1 miedzy sekwencjami wykrywanymi w probce. Obecnos¢ DMSO w medium
pozwolita skutecznie rozrézni¢ probki dodatnie i ujemne za pomocg opracowanego
elektrochemicznego genosensora.

Kolejnym etapem badan byto wykorzystanie miniaturowych przetwornikow do konstrukcji
biosensora o wczesniej wybranej sekwencji sondy. Porownawczej analizie poddano zarowno
komercyjne elektrody sitodrukowane, ktérych zastosowanie w roli podtozy w czujnikach
opisano w literaturze [130,131], jak i miniaturowe elektrody wytworzone metoda osadzania
z fazy gazowej (PVD). Elektrody te pozyskano w ramach wspotpracy z dr inz. Jakubem
Krzeminskim z Centrum Zaawansowanych Materialow 1 Technologii Politechniki
Warszawskiej. Badane warianty elektrod sitodrukowanych obejmowaty elektrody utwardzane
w wysokiej (DRP C223AT) oraz w niskiej temperaturze (DRP C223BT), a takze elektrody
z dodatkowym procesem polerowania (AC1P.W1.R2) oraz bez obrdbki powierzchniowe;j
(AC1.WI1.R2).

Analiza mikroskopowa powierzchni przetwornikéw (Rys. 5; [P2]) wykazata istotne
roéznice w jako$ci warstwy ztota na badanych planarnych elektrodach. Elektrody sitodrukowane
roéznych typow cechowata ogolnie duza niejednorodno$¢ oraz stabo zdefiniowane granice
miedzy elektrodg a strefa izolacji. Elektrody PVD cechowaly si¢ najbardziej jednorodng
powierzchnig 1 najnizsza chropowatoscia.

Analiza odpowiedzi elektrochemicznej elektrod sitodrukowanych i PVD wykazata, iz
w zadnym z przypadkow nie zaobserwowano odwracalnego charakteru proceséw
elektrodowych, wykorzystujac heksacyjanozelaziany(ILIII) potasu jako markery redoks (Rys.

6; [P2]). Jako ze producenci przetwornikoéw sitodrukowanych deklarujg mozliwo$é uzyskania
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odwracalnych odpowiedzi pradowych, obserwacja ta mogla swiadczy¢ o niewystarczajacej
czysto$ci powierzchni. W zwigzku z tym opracowano procedury czyszczenia elektrod
dostosowane indywidualnie do kazdego rodzaju przetwornika, ktore zaowocowaty uzyskaniem
odwracalnych odpowiedzi pragdowych (Rys. 6; [P2]). Pozwolitlo to na podjecie proby
wytworzenia czujnikow DNA (na bazie monowarstw samoorganizujgcych si¢) na wszystkich
rodzajach badanych przetwornikbw. Pomimo skutecznego oczyszczenia powierzchni
wszystkich przetwornikow, nie na kazdym podtozu uzyskano stabilny sygnal pradowy
pochodzacy od zaimmobilizowanych sond DNA. W przypadku elektrod sitodrukowanych -
AC1P.W1.R2 i AC1.W1.R2 po etapie czyszczenia wyjsciowe gestosci pradow byly ponad
dwukrotnie nizsze w poréwnaniu do kazdego z pozostatych analizowanych przetwornikow
(Tabela na Rys. 6d; [P2]). Z kolei po probie wytworzenia SAM na tego rodzaju przetwornikach
nie uzyskano sygnatow pradowych (Rys. 7; [P2] i Rys. 11a), co $wiadczy o problemach
Ztworzeniem si¢ stabilnych monowarstw samoorganizujacych si¢. Inng sytuacje
zaobserwowano dla elektrod utwardzanych w niskich i wysokich temperaturach, ktore
cechowaly si¢ wyzsza gestoscig pradu. W przypadku tych przetwornikbw utworzona
monowarstwa SAM umozliwilta rejestracje sygnatu pradowego, ktéry byl niestabilny i mato
powtarzalny, co moze oznaczaé powolng degradacj¢ warstwy w trakcie prowadzenia
pomiaréw. Z kolei elektrody wytworzone w technologii PVD charakteryzowaty si¢ najwyzsza
gestoscig pradu i pozwolity na utworzenie warstwy receptorowej cechujacej si¢ wysoka
stabilnos$cia sygnatu pradowego i powtarzalno$cig procesu tworzenia czujnikow DNA.

Na podstawie przeprowadzonych analiz elektrochemicznych mozna wnioskowaé, ze
istnieje zalezno$¢ migdzy jakoscig monowarstwy typu SAM a uzyskang gestoscig pradowa.
Prawdopodobnym wyjasnieniem zaobserwowanych zalezno$ci jest obecno$¢ na kazdej
z badanych elektrod sitodrukowanych, mimo czyszczenia, zarbwno obszarow o dobrej jakosci
powierzchni zlota, umozliwiajacych uzyskanie odwracalnej odpowiedzi pradowej, jak
i fragmentdéw zanieczyszczonych resztkami polimeru lub pasty przewodzacej z procesu
sitodruku. Skutkowato to obnizeniem efektywnosci wymiany elektronow miedzy elektroda
aznacznikami redoks w roztworze (Fe(CN)s*/Fe(CN)s*), co jest odzwierciedlone
w uzyskanych gestosciach pradu, oraz pogorszonej zdolnosci do tworzenia jednorodnych
warstw typu SAM. Jedynie przy uzyciu przetwornikow PVD mozliwe byto utworzenie stabilnej
warstwy bioczutej, co pozwolito na efektywne wykrycie specyficznej sekwencji biomarkera
genetycznego COVID-19. Uzyskano odpowiedzi biosensora pozwalajace jednoznacznie
rozrozni¢ probki dodatnie, zawierajace wykrywany analit, od probek ujemnych (Rys. 8d; [P2]
i Rys. 11b). Dodatkowo wykazano, iz czujniki na podtozu PVD charakteryzowaty si¢ wiekszg
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stabilnoscig i powtarzalno$cig oferowanych parametrow w poréwnaniu do analizowanych
elektrod sitodrukowanych.

Podsumowujac, biosensory DNA skonstruowane na bazie opracowanych i wytworzonych
elektrod PVD oferuja parametry pracy porownywalne z klasycznymi elektrodami dyskowymi.
Jednorodna powierzchnia oraz niska chropowato$¢ planarnych przetwornikéw PVD
umozliwily skuteczng immobilizacj¢ warstwy typu SAM posiadajacych w strukturze sondy
typu,,spinka” (Rys. 11a). Opracowane czujniki pozwalaty na jednoznaczne rozroznienie probek
dodatnich i ujemnych oraz detekcj¢ genetycznych markeréw SARS-CoV-2 po reakcji RT-PCR
(Rys. 11b). W poréwnaniu do elektrod sitodrukowanych, elektrody PVD zapewnialy lepsza
powtarzalno$¢ i stabilno$¢ pomiardw, a ich przygotowanie ograniczato si¢ do oczyszczania
w atmosferze ozonu generowanego pod wplywem wysokoenergetycznego promieniowania
UV, eliminujac konieczno$¢ stosowania agresywnych metod chemicznych. Ze wzgledu na
wykazane w pracy P2 zalety, biosensory DNA w oparciu o planarne przetworniki wytworzone
w technologii PVD na podtozach elastycznych maja duzy potencjal zastosowania jako elementy

detekcyjne w zminiaturyzowanych analizatorach.

—m— przetwornik 1

a)

300

111, [%]

o] et

AC1.W1.R2
(sitodruk)

natezenie pradu [10-5A]

0 2 4 [ 8 10 12 14 16 18
czas [min.]

BEEEER GBS

250 245 2% Lk Rk

Potencjat [ V]

—m— przetwornik 1 -
—#u— przetwornik 2 "1
—m— przetwornik 3

”“ 1281

mm-m-
100 |,|:l:l‘.l:l-|-....|.|............

111, %]

natgienie pradu [104A]

R —
osed —— .

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
. 2% OB 4D 0¥ oM 9 QW 4B 4R 0W 05
czas [min.]
Potencjat [V]

elektroda PVD
(osadzanie z fazy gazowej)

stabilny sygnat niestabilny sygnat problemy z utworzeniem warstwy
pradowy pradowy receptorowej

60



a2 N @
o O © o
L L ! !

odpowiedz biosensora [%]
3 5

(=]
I L

w
=]
L L

L

ztota elektroda dyskowa elektroda PVD

w o @ N ® ©
S =] o =1

N}
=}

odpowiedz biosensora [%)]
= B
(=] [=]

0 pl
ziota elektroda dyskowa elektroda PVD

=1
! |

=1
! !

i

L

o
S © o o

[<I=]

= M oW B oW o o~ o
S [=)

odpowiedz biosensora [%]

o o

RdRp —

zlota elektroda dyskowa elektroda PVD

Rys. 11. a) porownanie przetwornikow wytworzonych technikq sitodruku oraz osadzania z fazy
gazowej PVD pod wzgledem stabilnosci sygnatu prgdowego i natezenia prgdu (pomiary SWV)
oraz powtarzalnosci wytwarzania przetwornikow; b) porownanie zlotych elektrod dyskowych
ielektrod wytworzonych technikqg PVD pod wzgledem odpowiedzi sensora (pomiary SWV) na
biomarkery genetyczne SARS-CoV-2 [na podstawie P2].

3.3 Identyfikacja ograniczen w wykrywaniu jonow rteci(Il) zwiazanych ze
Srodowiskiem i mechanizmem dzialania w celu poprawy parametréow i mozliwosci
aplikacyjnych elektrochemicznych aptasensorow (P3)

A. Szymcezyk, M. Popiolek, J. Krzeminski, M. Olszewski, R. Ziotkowski, E. Malinowska, Identification of medium- and
mechanism-related pitfalls towards improved performance and applicability of electrochemical mercury(Il)

aptasensors. (2024) Microchimica Acta 191(4), 189, DOI:10.1007/500604-024-06272-w

Kolejnym celem badawczym bylo opracowanie zminiaturyzowanych aptasensoréw do
wykrywania jonéw Hg**, z myS$la o ich potencjalnym przyszlym zastosowaniu w analizie
srodowiskowe] w miejscu poboru probki. W ramach przeprowadzonych badan postawiono
hipoteze, ze w elektrochemicznych aptasensorach z sekwencjami polityminowymi (poliT)
zmiany nat¢zenia pradu nie zawsze wynikaja ze zmian konformacyjnych sondy. Na wstepnym
etapie skoncentrowano si¢ na petnym zrozumieniu mechanizmu oddziatywania jonow rteci(Il)
z aptamerami polityminowymi. Zastosowano strategi¢ opartag na monowarstwie typu SAM
z aptamerem znakowanym biegkitem metylenowym. Przewidywano dwa mozliwe mechanizmy
rozpoznawania Hg*", tj. tworzenie mostkéw tyminowych miedzy sasiadujagcymi ni¢mi DNA
lub wigzanie jondw w obrebie pojedynczej nici polityminowej. Badania koncentrowaty si¢ na
wptywie sktadu warstwy receptorowej, dlugosci sondy DNA oraz sktadu buforu pomiarowego
na mechanizm detekcji, stabilno$¢ uktadu i parametry otrzymanego sensora.

W celu analizy zmian konformacyjnych warstwy receptorowej po zwigzaniu jonéw Hg**

zastosowano sekwencje poliT o dtugosciach 10, 18, 30 i 40 nukleotydow, znakowane blekitem
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metylenowym, a jako $rodek blokujacy powierzchni¢ elektrody uzyto MCH. Wstegpnie dobrano
gesto$¢ powierzchniowa aptameru dla sekwencji 18-nukleotydowej, dostosowujac stezenie
1 czas immobilizacji DNA. Analiza uzyskiwanego nat¢zenia pradu oraz stabilnosci sygnatu
pozwolita na wyznaczenie najlepszych parametrow (4 pM i1 30 min), ktére nastepnie
zastosowano dla pozostalych sond. Zakladajac, ze w obecnosci jonow Hg*" sonda przyjmie
strukture spinki, spodziewano si¢ wzrostu nat¢zenia pradu i poprawy odwracalno$ci procesu
redoks. Jednak dla sond o dlugosci 18—40 nukleotydéw zaobserwowano odwrotng zaleznos¢ —
w kontakcie z jonami rteci(Il) sygnat pradowy biosensora malat, co wskazuje na odmienny
mechanizm detekcji niz pierwotnie przewidywano (Rys. 1; [P3] i Rys. 12a).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze zamiast konformacyjnej reorganizacji aptameru w strukture
spinki, dochodzi do usztywnienia ukiadu, w ktoérym sgsiadujace nici polityminowe sg
stabilizowane przez tworzace si¢ mostki T-Hg?*-T. Powstata struktura ogranicza ruchliwo$¢
czasteczki znakowanej bigkitem metylenowym, co prowadzi do spadku sygnatu
elektrochemicznego. Zidentyfikowany mechanizm generowania sygnalu rézni si¢ od
klasycznie opisywanych modeli ,,signal-on”. Co szczeg6lnie zaskakujace, w przypadku 10-
nukleotydowej sekwencji, ktéra wedlug literatury jest sztywna, po dodatku Hg**
zaobserwowano wzrost sygnatu pragdowego, mimo ze nie jest ona zdolna do przyjecia struktury
spinki. Proponowane wyjasnienie tego zjawiska wskazuje, ze w obecnosci jondéw rteci(1l)
dochodzi do dalszej stabilizacji warstwy i nachylenia sondy w kierunku powierzchni elektrody,
co skraca odleglo$¢ migdzy bigkitem metylenowym a elektroda, ulatwiajac wymiang
elektronow. Ostatecznie, do dalszych badan wybrano sekwencje 18-nukleotydowa, dla ktorej
zaobserwowano najwyzsze natezenie pradu, co zilustrowano na Rys. 2; [P3]. Nizsze wartosci
sygnatu elektrochemicznego dla sond o dtugosci 30 1 40 nukleotydow wynikaja z wigkszej
odlegtosci biekitu metylenowego od powierzchni elektrody oraz ograniczen sterycznych
utrudniajacych efektywna wymiang elektronow. Postulowany mechanizm oddziatywania
jonéw Hg*" z sekwencjami aptamerowymi zweryfikowano za pomocg mikrowagi kwarcowe;j
(QCM) oraz spektroelektrochemii jako technik referencyjnych. Wyniki uzyskane za ich
pomocg dostarczyly dodatkowych dowodéw na proponowany mechanizm oddziatywan oraz
potwierdzity stabilno$¢ komplekséw Hg*-DNA w badanych warunkach (Rys. 3; [P3]).

Kolejnym etapem badan bylo okreslenie wptywu sktadnikéw buforu pomiarowego na
oddzialywania jonow Hg?*" z warstwa receptorowg sensora. W tym celu przeanalizowano
dziatanie buforow Good’a o réznych zdolnosciach kompleksujacych kationy dwuwarto$ciowe
1 oligonukleotydy DNA, tj. TRIS, HEPES, MES oraz MOPS, oceniajac czas stabilizacji sygnalu
elektrochemicznego (Rys. 4; [P3] 1 Rys. 12b). Najkrotszy czas 1 minimalng odpowiedZ probki
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kontrolnej bez dodatku analitu zaobserwowano w buforze MOPS (pH = 7,0), nieco dtuzszy
w MES (pH = 6,0), natomiast w TRIS (pH = 7,0) czas stabilizacji byl najdtuzszy, a odpowiedz
sensora w obecnos$ci probki bez analitu - najwyzsza.

Sposrod testowanych buforow, to roztwdér MOPS pozwolil uzyskaé stabilny sygnat
1 praktycznie zerowa odpowiedz sensora dla probki nie zawierajacej analitu, co czyni go
najbardziej efektywnym medium pomiarowym. Jednakze z punktu widzenia oznaczenia jonow
Hg?", uzyskana granica wykrywalno$ci nie speiniata normy okreslonej przez WHO.
W kolejnym etapie pracy przeanalizowano wptyw skladnikéw buforéw bedacych zwigzkami
zdolnymi do kompleksowania jonow rteci(I) i mogacych zmieni¢ forme¢ tych jonow
w roztworze badanym, wptywajac na stabilno$¢ sygnatlu w analizowanych prébkach wody.
Wykazano, ze obecne w probce aniony fosforanowe nie zaburzaja mozliwosci detekcji Hg?",
poniewaz w badanych warunkach kationy rteci(I) prawdopodobnie byly w wigkszosci
zwigzane z anionami MOPS. Dodatek fosforanow w stezeniu 100 mM dodatkowo poprawiat
selektywno$¢ dzigki kompleksowaniu jonow przeszkadzajacych, jednak nadal nie pozwolit
osiagna¢ wymaganej granicy wykrywalnosci. Co wazne, obnizenie st¢zenia fosforanow do
1 mM znaczaco zwickszyto odpowiedz biosensora dla stezenia 30 nM Hg?* oraz nieznacznie
poprawito stabilno$¢ uzyskiwanego sygnatu, co w rezultacie umozliwito detekcje Hg?*" na
poziomie wymaganym przez WHO. Dalsze badania prowadzono z wykorzystaniem 18-
nukleotydowej sondy w medium pomiarowym zawierajagcym 100 mM MOPS 1 1 mM NaH.PO.
(pH = 7,0). Zgodnie z charakterystyka przedstawiong na Rys. 5; [P3], opracowany biosensor
wykazywat liniowa odpowiedz w zakresie 1-100 nM Hg?*, granice detekcji (LOD) wynoszaca
1 nM oraz wysoka selektywnos$¢, o ktorej §wiadczyly zmiany sygnatow pradowych nie
przekraczajace 5% dla wszystkich badanych interferentoéw jonowych.

W obliczu uzyskania satysfakcjonujacych parametrow analitycznych, dalsza czg$¢ badan
zostala ukierunkowana na dobdr parametrow istotnych z punktu widzenia wygody uzytkowania
biosensora oraz mozliwosci jego zastosowania w analizie probek rzeczywistych. Krokiem
w tym kierunku bylo opracowanie strategii regeneracji warstwy receptorowej biosensora.
W tym celu czujnik poddano dziataniu buforu zawierajacego czynniki kompleksujace Hg?"
w postaci odpowiednio 2,5 mM tiosiarczanu potasu (pH = 7,0) albo 5 mM EDTA (pH = 7.5),
ktorych zadaniem miato by¢ usunigcie jonow Hg?** zaangazowanych w wytworzone mostki
tyminowe. W obu przypadkach zaobserwowano efektywng regeneracje sensora (Rys. 6a i 6b;
[P3]). Co wazne, zauwazono jednak, Ze stosowanie tiosiarczanu sodu prowadzito do
przypuszczalnej degradacji warstwy receptorowej na skutek niespecyficznej desorpcji tioli

przez wolng siark¢ uwalniang z nietrwatych jonow S20s?", co ograniczato jego przydatnos¢ jako
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srodka regeneracyjnego [ 132]. Takiego negatywnego wptywu nie zaobserwowano w przypadku
drugiego z badanych czynnikdw.

Roztwér EDTA, poza skutecznoscig w regeneracji, zostat réwniez wykorzystany jako
medium stuzagce do dlugoterminowego przechowywania biosensora, gdyz wowczas
odpowiedzi elektrochemiczne sensorow, uzyskane po 1-, 2- i 3-tygodniowym przechowywaniu
wykazywaty satysfakcjonujaca powtarzalnos$¢ i niewielkie zmiany sygnatu pradowego dla
probki bez obecnosci analitu w poréwnaniu do sensoréw bezposrednio po przygotowaniu.
Dodatkowo, po procesie przechowywania zaobserwowano zmniejszong réznice miedzy
potencjatem utleniania i redukcji na woltamperogramach CV (sondy znakowane bigkitem
metylenowym), co sugeruje korzystny wptyw EDTA na stabilno$¢ warstwy receptorowej jak
rowniez jej ewentualne oczyszczenie z jondéw mogacych usztywniac jej strukture (Rys. 6; [P3]
1 Rys. 12d). Stad tez moze wynika¢ wyraznie odmienna odpowiedz czujnika na jony rteci po
procesie przechowywania. Zaobserwowano bowiem znaczace obnizenie granicy detekcji (LOD
= 0,001 nM) oraz zwigkszenie czutosci, nawet przy skroconym do 10 minut czasie
oddziatywania z jonami Hg*', przy jednoczesnym zachowaniu jego wysokiej selektywnosci.
Proponowane wyjasnienie obserwowanego zjawiska uwzglednia wptyw EDTA na eliminacj¢
sladowych zanieczyszczen pochodzacych z wody czy uzytych odczynnikéw w postaci jonow
metali, ktéore moga oddziatywa¢ z warstwa bioreceptorowag. EDTA jako skuteczny
1 uniwersalny czynnik kompleksujacy chelatuje te jony, minimalizujac tym samym ich wpltyw
na wyjsciowa konformacj¢ sond polityminowych.

Ostatnim etapem badan nad wykrywaniem jonéow Hg?** byla konstrukcja aptasensora
elektrochemicznego z wykorzystaniem przetwornikow planarnych. W tym celu wykorzystano
miniaturowe elektrody PVD (wytworzone w ten sam sposéb jak podano w publikacji P2).
Powierzchnia elektrod wytworzonych metoda PVD pozwolita na uzyskanie warstw
receptorowych o stabilno$ci porownywalnej do tych uzyskanych na powierzchni ztotych
elektrod dyskowych (Rys. 7; [P3] oraz Rys. 12c¢). Co wigcej, odpowiedzi biosensorow
w obecnosci jonow Hg?" byly zblizone dla obu typow elektrod, zaréwno w roztworach
modelowych, jak 1 w rzeczywistych probkach wody. Te wyniki potwierdzity, ze przetworniki
PVD otrzymywane w CEZAMAT PW zapewniaja wysoka powtarzalno$¢ sygnatéw od
uzyskanych na ich podstawie biosensoréw oraz stabilno$¢ uzyskiwanego sygnatu pradowego.

Podsumowujac, wyniki opisane w publikacji P3 wykazaty, ze rozbieznosci w literaturze
dotyczace mechanizmu detekcji Hg®>* za pomoca aptamerow poliT moga wynikaé
z niedostatecznego zrozumienia przebiegu procesu Wwigzania analitu zachodzacego

w warstwach receptorowych o roznej dtugosci sekwencji. Wykazano, ze wzrastajaca sztywnos¢

64



warstwy receptorowej, wynikajaca z tworzenia mi¢dzyczasteczkowych mostkéw tyminowych
z jonami Hg*", determinuje charakter odpowiedzi biosensora typu ,signal-off” (Rys. 12a),
a odpowiedni dobodr sktadu medium pomiarowego, tj. wybdér MOPS jako gléwnego czynnika
buforujacego oraz aniondéw fosforanowych jako dodatku (Rys. 12b), ma korzystny wptyw na
stabilno$¢ sygnatu i uzyskiwane odpowiedzi pragdowe w obecnosci jonow rteci(Il).
Na podstawie opisanego wczesniej mechanizmu opracowano elektrochemiczne biosensory
z wykorzystaniem elastycznych przetwornikow PVD (Rys. 12c¢), ktore charakteryzowaty si¢
zdolnoscig do regeneracji 1 dlugotrwatego przechowywania. Ponadto, uzyskano granicg
detekcji w zakresie pikomolowym (Rys. 12d), co jest znacznie ponizej dopuszczalnego

maksymalnego stezenia jonow Hg?" w wodzie pitne;.
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d ) A po tygodniowym przechowywaniuw EDTA, 10 min inkubacji z jonami rteci(ll)
30, ® po tygodniowym przechowywaniuw EDTA, 30 min inkubacji z jonami rteci(ll)
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Rys. 12. a) Schemat ilustrujgcy mechanizmy dzialania aptasensora; b) odpowiedz SWV
biosensora dla roznych stezen MOPS,; c) woltamperogramy CV uzyskane dla przetwornika
miniaturowego w porownaniu z klasyczng zlotq elektrodg dyskowq, d) odpowiedz SWV
biosensora na jony rteci(Il) [na podstawie P3].

3.4 Aptamer i elektrochemiczny aptasensor do wykrywania jonow selenianowych
(SeO+>) (P4)

A. Szymczyk, M. Popiotek, D. Baran, M. Olszewski, R. Ziotkowski, E. Malinowska, Aptamer and Electrochemical Aptasensor
towards Selenate Ions (SeO+4~). (2024) International Journal of Molecular Sciences, 25(12), 6660, DOI:
10.3390/ijms25126660

Na podstawie zdobytej wczesniej wiedzy w zakresie wytwarzania warstw receptorowych
aptasensoréw na powierzchniach zlotych przetwornikow oraz mechanizméw wigzania jonow
przez aptamery, podjeto badania nad opracowaniem czujnika elektrochemicznego do
wykrywania jonéw selenianowych(VI) (SeO+*). Ze wzgledu na brak w literaturze opisanych
sekwencji dla jonow SeO+*", konieczna byta selekcja catkowicie nowego aptameru w procesie
SELEX, przeprowadzonym przez firm¢ zewnetrzng. Nowo wyselekcjonowana sonda DNA
zostala scharakteryzowana pod katem powinowactwa do wykrywanego jonu oraz
wykorzystana jako receptor w konstrukcji elektrochemicznego aptasensora. Uzyskany czujnik
zostatl nastepnie scharakteryzowany pod katem oferowanych przez niego parametrow
analitycznych. Badania obejmowaty wyznaczenie dolnej granicy detekcji, oceng selektywnosci
oraz mozliwosci 1 warunkow regeneracji sensora.

W konstrukcji aptasensora przyjeto strategie generowania sygnalu z zastosowaniem
znacznika redoks obecnego w roztworze. Kluczowe dla realizacji zatozonego celu byto
opracowanie warstwy receptorowej i dobor znacznika w taki sposdb, aby jego dostep do

powierzchni elektrody oraz przebieg reakcji redoks byt w istotnym stopniu uzalezniony od
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zmian konformacji aptameréw DNA lub ladunku warstwy receptorowej zachodzacych po
zwigzaniu analitu. Réznica w rejestrowanych sygnatach pradowych przed i po inkubacji
z probka zawierajaca aniony selenianowe(VI) stanowita w takim przypadku odpowiedz
biosensora (Rys. 1; [P4]). Poczatkowo wytypowano dwa wskazniki roznigce si¢ strukturg
1 fadunkiem, ktore wykazuja przez to odmienny mechanizm oddzialywania z aptamerami DNA.
Wstepnie przebadano roztwor blekitu metylenowego tj. kationowego, organicznego znacznika
redoks oraz rownomolowy roztwoér heksacyjanozelazianow(Il) 1 heksacyjanozelazianow(III)
potasu jako anionowy znacznik redoks. Badania poczatkowo prowadzono w roztworze
opH=7,0, co zapewnia stabilno§¢ nici DNA 1 nie wplywa na specjacje jonow
selenianowych(VI). W zakresie pH od 3,5 do 14,0 jony te pozostaja w formie zdeprotonowane;.
Co wazne, zakres ten obejmuje rowniez przedziat stabilnosci DNA (pH = 4,0 - 9,0), co
umozliwia wiarygodng detekcje aniondéw SeOs> bez ryzyka degradacji nici kwasow
nukleinowych unieruchomionych w warstwie receptorowe;.

Przy pH = 7,0 odpowiedz biosensora uzyskano wylacznie dla biekitu metylenowego jako
markera redoks. Zjawisko to przypisano oddzialywaniom elektrostatycznym w warstwie
receptorowej, gdzie kationowy znacznik jest przyciggany przez ujemnie naladowany szkielet
DNA. Oczekiwano, iz w takim przypadku rejestrowany sygnat pradowy w obecnosci jondw
SeO+* powinien male¢ z powodu przeszkod sterycznych utrudniajacych dostep markera redoks
do powierzchni elektrody. Jednak w rzeczywistos$ci zaobserwowano efekt odwrotny, tj. jego
wzrost (Rys. 2; [P4]). Najbardziej prawdopodobnym wyjasnieniem uzyskanej odpowiedzi
czujnika jest taka zmiana konformacji aptameru po zwigzaniu selenianow, ktora zwigksza
przestrzen dostepng dla znacznika redoks 1 ulatwia jego zblizenie do powierzchni elektrody.
Dodatkowo, na obserwowany efekt moga wptywaé oddziatywania elektrostatyczne, zwtaszcza
w przypadku blekitu metylenowego, ktéry jako kationowy znacznik redoks moze silniej
oddziatywaé z warstwa receptorowa. W przypadku zastosowania
heksacyjanozelazianow(Il) 1 (IIT) brak rejestrowanej odpowiedzi aptasensora sugeruje, ze
anionowy znacznik redoks jest odpychany przez ujemnie natadowany szkielet DNA. Efekt ten
utrzymuje si¢ nawet przy wyzszych stezeniach jondw selenianowych, co wskazuje na
dominacj¢ oddzialywan elektrostatycznych ograniczajacych dostep znacznika do powierzchni
elektrody. Ze wzgledu na brak uzyskanej odpowiedzi elektrochemicznej dla tego markera
redoks, dalsze badania prowadzono wytacznie z uzyciem blekitu metylenowego.

Kolejnym etapem badan byla analiza odpowiedzi biosensora w funkcji st¢zenia jondw
SeO+*. Pomimo obserwowane] zalezno$ci sygnalu od stezenia analitu, uzyskana granica

detekcji w pH = 7,0 przekraczata warto$¢ dopuszczalng wedtug norm WHO (0,127 uM). Aby
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obnizy¢ granic¢ detekcji sensora, zmniejszono pH buforu pomiarowego do 4,0. Celem byto
ograniczenie odpychania aniondw SeOs* przez ujemnie naladowang warstwe receptorowg
poprzez zmniejszenie jej wypadkowego tadunku. Osiggnieto to poprzez zwigkszenie stezenia
jonéw H*, co przesungto stan rownowagi w kierunku cze$ciowego protonowania grup -OH
pochodzacych od 6-merkapto-1-heksanolu oraz anionéw fosforanowych pochodzacych od
DNA. W efekcie, mimo iz warto$ci bezwzgledne rejestrowanych sygnatéw pradowych przed
1 po inkubacji z analitem ulegly obnizeniu, rdznica sygnatéw — stanowigca miar¢ odpowiedzi
biosensora — znaczgco wzrosta w poroOwnaniu do pomiarow w pH = 7,0 (Rys. 5; [P4]).
Optymalizacja warunkéw pomiarowych pozwolita na obnizenie dolnej granicy detekcji do
1 nM, co jest warto$cig znaczaco ponizej najwyzszego dopuszczalnego poziomu (0,127 uM)
(Rys. 6; [P4] 1 Rys. 13a).

Przeprowadzone badania elektrochemiczne umozliwily ocen¢ powinowactwa
nowoopracowanego aptameru do jondéw selenianowych(VI). Wyznaczona stata dysocjacji
kompleksu aptamer - anion selenianowy Kp =13,9 nM potwierdza wysoka zdolno$¢ miejsc
wiazacych aptameru do tworzenia kompleksow z analitem, nawet przy niskich stezeniach
SeO+* w badanych probkach. Wnioski te zostaly uzupetnione poprzez badania selektywnosci,
ktére wykazaty znikomy wptyw innych jonéw o stezeniu 100 nM (m.in. SeOs>", Mn?*, SO4%,
PO.*, Cd?**, Cu**, Pb*") na odpowiedz biosensora (Rys. 7; [P4] i Rys. 13b).

Zweryfikowano uzyteczno$¢ opracowanego biosensora w analizie probek rzeczywistych.
Zaobserwowano, iz w probkach wody wodociggowej wzbogaconych o jony SeO+*" odpowiedz
pradowa byla nieznacznie wyzsza (ok. 5%) niz w przypadku analogicznych probek
laboratoryjnych, co potwierdza jego uzytecznos$¢. Nastgpnie opracowano protokdt regeneracji
oraz dokonano oceny stabilnoSci aptasensora podczas tygodniowego przechowywania
w temperaturze ok. 4°C. W ramach testow réznych czynnikdéw regeneracyjnych sprawdzono
cztery roztwory: (I) 5 mM EDTA, (II) 1 M KH2POs, (IIT) bufor TRIS z dodatkami KCl1 i MgCl
(pH =7,0) oraz (IV) 0,5 M Na2COs (pH = 10,5). Sposrdd nich jedynie weglan sodu skutecznie
usuwat jony SeO+>" zwigzane z warstwg receptorowg (Rys. 10; [P4]), co prawdopodobnie
wynika ze zjawiska konkurencji migdzy jonami COs*" a anionami selenianowymi(VI) [133].
Z kolei analiza stabilno$ci wykazata, ze przechowywanie biosensora w roztworze 2 mM MCH
zapewniato najwyzsza trwato§¢ warstwy receptorowej. Po tygodniu odpowiedz sensora byta
porownywalna do wartosci uzyskanych dla §wiezo przygotowanych elektrod, co potwierdza
mozliwo$¢ dlugoterminowego przechowywania na potrzeby detekcji SeO4+*".

Podsumowujac, przeprowadzone badania potwierdzily uzyteczno$¢ wyselekcjonowanej

sekwencji aptameru w konstrukcji warstw bioczulych do wykrywania jonow
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selenianowych(VI). Opracowany biosensor oferuje granice detekcji wyraznie ponizej wartosci
okreslonej przez WHO (0,127 uM) (Rys. 13a) i wykazuje wysoka selektywnos$¢ (Rys. 13b).
Okreslenie mechanizmu oddzialywania aptameru z jonami SeO+> moze stanowi¢ punkt
wyjscia do kontynuacji badan nad optymalizacjg konstrukcji aptasensora. Dalsze badania
powinny skupic¢ si¢ na poprawie powtarzalnosci pomiardw i skrdceniu czasu analizy, co mozna
osiggnaé poprzez dobor odpowiedniej gestosci powierzchniowej receptoréw w warstwie
bioczulej oraz sktadu medium pomiarowego. Istotnym kierunkiem rozwoju jest rowniez

miniaturyzacja czujnikOw poprzez zastosowanie do ich wytwarzania planarnych

przetwornikow.
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Rys. 13. a) ocena powinowactwa aptameru do jonéw SeO+" - wyznaczenie réwnowagowej
stalej dysocjacji (Kp); b) selektywnosc¢ sensora wzgledem jonow przeszkadzajgcych (stezenie

wszystkich jonow rowne 100 nM) [na podstawie P4].

3.5 Porownanie roznych modyfikacji powierzchni magnetycznych nanosorbentow
Fe304 do zastosowan w ekstrakcji kwasow nukleinowych (P5)
A. Szymczyk, M. Drozd, A. Kaminska, M. Matczuk, M. Trzaskowski, M. Mazurkiewicz- Pawlicka, R. Ziétkowski, E. Malinowska,

Comparative evaluation of different surface coatings of Fe304 based magnetic nano sorbent for applications in the nucleic

acids extraction. (2022) International Journal of Molecular Sciences, 23(16), 8860, DOI: 10.3390/ijms23168860

W celu obnizenia granicy detekcji klasycznych metod wykrywania specyficznych
sekwencji kwasow nukleinowych, jak réwniez genosensoréw, mozliwe jest wstepne
wydzielanie kwasow nukleinowych z matrycy probki. Nalezy zaznaczy¢, ze tradycyjne techniki
izolacji kwasoé6w nukleinowych sa czasochtonne i wymagaja specjalistycznego sprzetu
laboratoryjnego. Do czgsto stosowanych metod naleza ekstrakcja fenolowo-chloroformowa,

wysalanie, traktowanie proteinazg K oraz adsorpcja materialu genetycznego na membranie
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krzemionkowej [134]. Obecnie dazy si¢ do opracowania szybszych i bardziej efektywnych
metod. W tym kontek$cie interesujacym rozwigzaniem okazaty si¢ powierzchniowo
zmodyfikowane nanoczastki magnetyczne. Z punktu widzenia wygody separacji obecnos¢
rdzenia magnetycznego, ktory umozliwia fatwg manipulacj¢ nanoczastkami za pomocg
zewngtrznego pola magnetycznego, jest kluczowa zaleta tego typu nanosorbentow.
Efektywnos$¢ wydzielania kwasoéw nukleinowych zalezy przede wszystkim od ich zdolnosci
wigzania materialu genetycznego obecnego w ztozonych matrycach prébek rzeczywistych.
W kolejnych etapach nanoczgstki powinny umozliwia¢ wydzielenie z roztworu, a nastgpnie
wydajng desorpcje materialu genetycznego do roztworu elucyjnego [75].

Motywacja do podjecia badan w tym obszarze byla trudno$¢ w jednoznacznym
poroOwnaniu roéznych mechanizméw adsorpcji materialu genetycznego na powierzchni
nanosorbentdw na podstawie dostepnych doniesien literaturowych. Nie pozwalaja one na
rzetelng oceng efektywnosci wydzielania DNA ze wzgledu na réznice w metodologii tego
procesu oraz we wilasciwo$ciach zastosowanych nanomaterialow. Szczegdlnie istotnym
wyzwaniem jest brak ustandaryzowanych metod okre$lania i porOwnywania st¢zenia
nanoczgstek. Za wartoSciowe naukowo uznano podjgcie proby przeprowadzenia
doswiadczalnej weryfikacji efektywnosci adsorpcji DNA na nanoczastkach oraz porownania
wplywu réznych mechanizmow oddzialywania na badany proces.

W pracy PS5 przedstawiono wyniki badan dotyczacych wybranych aspektow oddzialywan
DNA ze zmodyfikowanymi powierzchniowo nanoczastkami tlenku zelaza(ILIII). Do
funkcjonalizacji nanoczgstek zastosowano powtoki, takie jak polietylenoimina (PEI),
krzemionka 1 jej aminowana pochodna oraz ztoto. Wykorzystano rowniez nanomateriaty, m.in.
utleniony grafen i jego karboksylowang pochodna. Takie podejscie pozwolito na zastosowanie
réznych  mechanizmoéw  oddzialywania dsDNA  stanowigcego modelowy analit
z powierzchniowo-modyfikowanymi magnetycznymi nanosorbentami. Przeanalizowano
rowniez wptyw sktadnikow buforu, takich jak kationy jedno- i dwuwarto$ciowe oraz EDTA,
na adsorpcje 1 desorpcje DNA (Rys. 1; [P5] 1 Rys. 14a). W wyniku koprecypitacji, a nastepnie
postsyntetycznej modyfikacji otrzymano rodzine nanoczastek FesOa o identycznych rdzeniach
o Srednicach okolo 10 nm, rdéznigce si¢ jedynie pdzniejsza modyfikacja ich powierzchni.
Pozwolilo to na bezposrednie, ilo§ciowe poréwnanie ich zdolnosci do odwracalnego wigzania
DNA. Podejscie to stanowito wazny element nowosci naukowej opisany w niniejszej pracy,
z uwagi na trudno$¢ dokonania rzetelnej, iloSciowej analizy poréwnawczej nanosorbentéw
uzyskiwanych w réznych laboratoriach na podstawie istniejacych, réznych doniesien

literaturowych.
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W przypadku nanoczastek modyfikowanych kationowym polimerem - polietylenoiming
(PEI) oraz aminowang krzemionka kluczowa rolg w wigzaniu DNA odgrywaly oddzialywania
elektrostatyczne, natomiast zastosowanie utlenionego grafenu (GO) 1 jego karboksylowanej
pochodnej (GOCOOH) pozwolitlo na wykorzystanie oddziatywan hydrofobowych typu z-7
oraz wigzan wodorowych. Z kolei nanoczastki pokryte krzemionka (SiO) oraz ztotem (Au)
umozliwialy adsorpcje DNA dzigki zaangazowaniu odpowiednio oddzialywan hydrofobowych
1 wodorowych (SiO») oraz koordynacyjnych (Au). Aby zapewni¢ rzetelng, porownawcza oceng
wptywu modyfikacji powierzchni nanoczastek na wydajnos¢ wydzielania DNA, ujednolicono
ich stezenie na podstawie oznaczenia zawarto$ci zelaza w probkach za pomocg techniki
ICP- MS/MS.

W niniejszej pracy po raz pierwszy opisano wykorzystanie polietylenoiminy jako
stabilizatora nanoczastek uzytego bezposrednio podczas syntezy rdzeni FesOas. PEI pehnita
rowniez funkcje warstwy posredniej, utatwiajacej dalszg modyfikacje powierzchni nanoczastek
FesO4, co szczegotowo omoéwiono w rozdziale Materialy i Metody publikacji [P5]. Analiza
magnetometryczna wykazala, ze wszystkie uzyskane nanoczastki zachowuja wlasciwosci
superparamagnetyczne, jednak warto§ci momentu magnetycznego, zestawione w Tab. 2¢; [P5],
zaleza od rodzaju modyfikacji powierzchni. Najlepsza magnetyzacje wykazuja nanoczastki
pokryte krzemionka (74,7 emu/gr.) i aminowang krzemionkg (76,8 emu/gre). Jedynie
nieznacznie gorsze wlasciwosci magnetyczne wykazuja nanoczastki pokryte PEI, jak réwniez
GO 1 GOCOOH. Najstabsze wtasciwosci magnetyczne (44,6 emu/gr.), wykazuja nanoczastki
pokryte ztotem. Obecnos¢ przewodzacej powloki Au zmniejsza ich magnetyzacjeg, ograniczajac
tym samym mozliwos$¢ skutecznej separacji DNA w polu magnetycznym.

Do ilo$ciowej analizy procesoOw adsorpcji i desorpcji DNA zastosowano metodg
spektrofotometryczng oparta na absorpcji promieniowania UV przy dlugosci fali 260 nm przez
zasady azotowe kwasow nukleinowych (Rys. 8; [P5]). Wszystkie badane typy
modyfikowanych nanosorbentow magnetycznych wykazaly zdolno$¢ wigzania DNA (Rys. 9;
[P5] 1 Rys. 14b), a najwigksza efektywnoscig adsorpcji, siggajacg w optymalnych warunkach
99% (wyrazang jako wzgledny ubytek kwasu nukleinowego z roztworu) charakteryzowaty sie
nanoczastki pokryte polietylenoiming. Zauwazono, ze w przypadku modyfikacji PEI
wydajnoéé adsorpcji DNA malata wraz ze wzrostem zawartosci jonow Na* i Mg** (z 99% przy
braku dodatkéw tych soli do 37% przy stezeniu Mg?* wynoszacym 1M). Prawdopodobnym
wytlumaczeniem obserwowanego zjawiska jest ekranowanie ujemnego tadunku DNA przez
kationy, co wptywa niekorzystnie na proces adsorpcji. Obserwacja ta potwierdza postulowany

mechanizm interakcji oparty na oddziatywaniach elektrostatycznych.
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Odwrotng tendencje we wptywie sity jonowej na wydajno$¢ adsorpcji DNA, zilustrowang
na Rys. 9; [P5] mozna zauwazy¢ dla nanoczastek dekorowanych utlenionym grafenem (wzrost
wydajnosci adsorpcji z 32% do 96%) 1 jego karboksylowa pochodng (wzrost z 22% do 99%).
W tym przypadku postulowang, gtowng sita napedowa procesu jest oddziatywanie
hydrofobowe typu z-7 zasad azotowych z pierScieniami aromatycznymi nanomaterialu
weglowego. Z kolei zastosowanie podwyzszonego stezenia kationdw (zarowno jedno- jak
1 dwuwarto$ciowych) w medium adsorpcji ostabia odpychanie elektrostatyczne migdzy DNA
1 nanoczastkami oraz destabilizuje otoczke hydratacyjng kwasu nukleinowego. Mozliwe jest
jednak réwniez wspotwystepowanie dodatkowych oddziatywan, takich jak wigzania wodorowe
oraz oddzialywania typu donor-akceptor miedzy atomami tlenu w czasteczkach tlenku grafenu
(GO) a zasadami azotowymi. Udziat tych oddziatywan nie zostat uznany jednak za znaczacy,
z uwagi na niewielkie réznice pomigdzy adsorpcja na Fe;O4 modyfikowanym za pomoca GO
ijego karboksylowanej pochodnej zawierajacej wiecej grup elektronodonorowych bogatych
w atomy tlenu.

Nanoczastki pokryte krzemionka, zaré6wno anionowe (niemodyfikowany SiO:), jak
1 kationowe (aminowany SiO:), wykazuja umiarkowang zdolno$¢ wigzania DNA, osiggajac
odpowiednio 58% i 47% wydajnosci adsorpcji. Zwickszenie sity jonowej nie wplywa istotnie
na ten proces, co moze wynika¢ z aglomeracji nanoczastek krzemionkowych zaobserwowane;j
w badaniach STEM (Rys. 4; [P5]). Powstawanie aglomeratow zmniejsza dostepna
powierzchni¢ wiasciwa, ograniczajac efektywnos$¢ adsorpcji DNA. Warto podkresli¢, iz
nanoczastki modyfikowane SiO2 sg powszechnie stosowane w komercyjnych zestawach do
ekstrakcji DNA, jednak zaobserwowana w prowadzonych pracach badawczych ich dos¢ niska
wydajnos¢ wydzielania moze wynika¢ z braku w medium czynnikéw chaotropowych, ktore
zwykle wspomagaja adsorpcje [135,136]. W badaniach opisanych w publikacji P5 §wiadomie
zrezygnowano z ich uzycia, aby méc oceni¢ alternatywne mechanizmy adsorpcji.

Kolejnym etapem badan byla optymalizacja procesu odzysku DNA z powierzchni
nanoczastek. Skoncentrowano si¢ na doborze odpowiedniego medium desorpcyjnego,
ostatecznie wybierajac do tego celu roztwor 10 mM TRIS-HCI z dodatkiem 0,1 mM EDTA
o pH = 8,0 (Rys. 10; [P5]). Efektywno$¢ odzysku DNA oceniano na podstawie widm absorpcji
buforu ekstrakcyjnego w zakresie UV po procesie desorpcji oraz separacji magnetycznej
nanoczastek. Catkowita zdolno$¢ wydzielania DNA jest wypadkowa wydajnosci obu procesow
— adsorpcji 1 desorpcji. Desorpcja wyrazana jest w warto$ciach procentowych wzgledem
uprzednio zaadsorbowanej ilosci DNA, wysoka efektywnos¢ tego etapu nie zawsze przektada

si¢ na wigksza, bezwzgledng ilos¢ wydzielonego materiatu genetycznego. Analiza uzyskanych
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wynikow dla procesu desorpcji (przedstawionych na Rys. 11; [P5] i Rys. 14c) wskazuje, ze
w przypadku mechanizmu elektrostatycznego oddziatywania DNA z kationowymi
nanoczastkami obecno$¢ jondw magnezu znaczgco ulatwia desorpcje, a efekt ten jest wyraznie
silniejszy w porownaniu do nanoczastek o ujemnym tadunku powierzchniowym.
Prawdopodobnie wynika to z efektywnego ekranowania fadunkéw przez jony Mg?*, co sprzyja
destabilizacji komplekséw nanoczastka-DNA 1 ulatwia ich rozpad podczas desorpcji.
Pozytywny wplyw jonow magnezu na odzysk DNA byl szczegolnie wyrazny w przypadku
nanoczastek pokrytych krzemionka.

Nanoczagstki modyfikowane GO i GOCOOH wykazywaly odmienny mechanizm
desorpcji. W ich przypadku obecno$¢ jondw magnezu nie sprzyjata odzyskowi DNA,
a skuteczna desorpcja wymagata wydtuzonego czasu inkubacji i podwyzszonej temperatury, co
wskazuje na wolniejsza kinetyke procesu. Poréwnujac GO i GOCOOH, obecno$¢ grup
karboksylowych w GOCOOH zwigkszata wydajnos¢ desorpcji DNA. Prawdopodobnie
wynikato to z wiekszej liczby polarnych grup tlenowych, ktore tworzyly labilne wigzania
wodorowe, utatwiajace pdzniejsze uwalnianie DNA z powierzchni nanoczastek.

Podsumowujac, w ramach badan przeprowadzono syntez¢ nanoczastek FesOa
stabilizowanych polietylenoiming (PEI) metoda koprecypitacji, ktore nastepnie postuzyty jako
rdzen do dalszych modyfikacji powierzchniowych (Rys. 14a). Przeprowadzone badania
wykazaly, ze efektywnos$¢ adsorpcji 1 desorpcji DNA zalezy od rodzaju nanoczastek oraz
mechanizmu ich oddzialywania z DNA. Najwyzsza skuteczno$¢ adsorpcji uzyskano dla
nanoczastek pokrytych kationowa PEI (Rys. 14b), podczas gdy najbardziej efektywny
wzgledny odzysk osiggnieto w przypadku nanoczastek modyfikowanych GOCOOH (Rys. 14c).
Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze jest to warto$§¢ procentowa odnoszaca si¢ do uprzednio
zaadsorbowanego DNA, a zatem rzeczywista, calkowita ilos§¢ DNA ulegajacego desorpcji moze
by¢ nizsza w poréwnaniu do modyfikacji, dla ktérych proces adsorpcji przebiegatl z wyzsza
wydajnoscia. Istotnym czynnikiem wptywajgcym na przebieg desorpcji okazata si¢ sita jonowa
1 rodzaj obecnych kationdw. Jony Mg** wspomagaly desorpcje jedynie w przypadku
nanoczastek kationowych. W przypadku Fe;O4 dekorowanych pochodnymi grafenu, skuteczny
odzysk DNA wymagat wydtuzonego czasu inkubacji i podwyzszonej temperatury. Uzyskane
wyniki podkreslajag konieczno$¢ indywidualnego doboru warunkoéw adsorpcji 1 desorpcji
w zaleznos$ci od typu nanoczastek oraz dominujagcych mechanizméw oddzialywan z DNA.
Whnioski te moga przyczyni¢ si¢ do dalszej optymalizacji kompozycji nanosorbentow
magnetycznych, zwigkszajac ich skutecznos$¢ zarowno w izolacji kwaséw nukleinowych, jak

1 w zastosowaniach biosensorycznych.
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Rys. 14. a) Schemat ilustrujgcy przebieg jednoetapowej syntezy rdzeni magnetycznych
pokrytych PEI i podzniejszej modyfikacji ich powierzchni za pomocq roznych czynnikow,
b) adsorpcja DNA — schemat procesu i wartosci efektywnosci adsorpcji uzyskane dla
nanoczgstek Fe3;O4@PEI (dla ktorych uzyskano najlepszq wydajnosc¢ procesu); c) desorpcja
DNA — schemat procesu i wartosci wzglednej efektywnosci desorpcji (odzysku) uzyskane dla
nanoczgstek Fe304@GO-COOH (dla ktorych uzyskano najlepszqg wzgledng wydajnosé
procesu). W tym przypadku najbardziej wydajng desorpcje uzyskano w przypadku zastosowania

wysokiej temperatury prowadzenia procesu [na podstawie P5].
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4. Podsumowanie

Niniejsza rozprawa doktorska, stanowigca cykl spojnych tematycznie publikacji,
przedstawia wyniki badan nad mechanizmami oddziatywan kwasow nukleinowych,
peliacych role receptoréw molekularnych w elektrochemicznych biosensorach DNA -
zinnymi komponentami warstwy receptorowej, sktadnikami badanych roztworéw oraz
wybranymi analitami. Praca obejmuje rowniez analiz¢ procesu wigzania kwasow
nukleinowych przez powierzchniowo modyfikowane nanomaterialy magnetyczne. Szczegdlng
uwage poswigcono analizie wplywu badanych oddziatywan na parametry pracy czujnikow,
takie jak uzyskiwana granica wykrywalnosci, selektywno$¢ oraz stabilno$¢ sygnatu
elektrochemicznego.  Badania  zaowocowaly  opracowaniem nowych  rozwigzan
biosensorycznych, w tym elektrochemicznych genosensorow do wykrywania specyficznych
sekwencji DNA pelnigcych funkcje biomarkerow chorob zakaznych (btonica, COVID-19) oraz
aptasensoréw do detekcji jonow Hg?* 1 SeO+*" w probkach srodowiskowych.

W pierwszym etapie badan zaproponowano dietylditiokarbaminian sodu (DEDTC) jako
alternatywny wzgledem 6-merkaptoheksanolu (MCH) czynnik blokujacy powierzchnig
w warstwach receptorowych typu SAM oraz jego =zastosowanie w konstrukcji
elektrochemicznego czujnika DNA do detekcji biomarkera genetycznego blonicy. Wykazano,
ze otrzymane monowarstwy mieszane DEDTC z immobilizowanymi sondami DNA
znakowanymi bigkitem metylenowym charakteryzowaly si¢ wigkszym uzyskiwanym
nat¢zeniem sygnatu pradowego w poréwnaniu z badanymi warstwami mieszanymi z innymi
wypetniaczami oraz skutkowaty poprawa odpornosci sygnalu biosensora na zaktocenia ze
strony biatek obecnych w matrycy probki.

Badania nad zastosowaniem planarnych elektrod cienkowarstwowych w konstrukcji
czujnikéw DNA wykazaly, ze elektrody osadzane metoda PVD wykazuja przewage nad
elektrodami sitodrukowanymi, umozliwiajac tworzenie stabilnych i1 jednorodnych warstw
SAM. Dzieki mniejszej chropowatosci oraz wysokiej jakosci powierzchni, przetworniki PVD
zapewniaja lepsza organizacj¢ warstwy receptorowej i pozwalaja na osiggnigcie powtarzalnosci
sygnatu pradowego. Wykorzystanie odpowiednio zaprojektowanych i wyselekcjonowanych
sond molekularnych typu spinka oraz uzycie planarnych przetwornikéw na podtozu PET
umozliwito otrzymanie genosensora do detekcji markerow genetycznych COVID-19.

Cennym rezultatem badan nad elektrochemicznymi aptasensorami bylo wykazanie, Ze
nieoczekiwany charakter odpowiedzi typu ,,signal-off” obserwowany dla czujnika do detekcji

Hg?" jest wynikiem odmiennego mechanizmu tworzenia si¢ mostkow T-Hg?'-T pomiedzy
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dwiema sasiadujacymi niémi DNA — w przeciwienstwie do powszechnie przyjmowanego,
w ktoérym struktury te tworza si¢ w ramach jednej, zmieniajacej konformacj¢ nici DNA.
Stwierdzono, ze w obecnosci jonow Hg?>" dochodzi do tworzenia mostkow
miedzyczasteczkowych, co zwigksza sztywno$¢ monowarstwy oligonukleotydowej, a to
utrudnia transport znacznika redoks do powierzchni elektrody 1 skutkuje spadkiem
rejestrowanego sygnatu elektrochemicznego. Wykazano, ze sktad medium pomiarowego oraz
dtugos¢ sond polityminowych majg istotne znaczenie dla szybkos$ci stabilizacji 1 warto$ci
rejestrowanych odpowiedzi pragdowych sensora. Zaprojektowany sensor cechowal si¢
uzytecznymi parametrami analitycznymi, w tym granica detekcji na poziomie 0,001 nM
ibardzo dobrg selektywnoscig. Zastosowanie przetwornikow PVD pozwolito na
miniaturyzacje aptasensora. Opracowano rowniez procedure przechowywania i regeneracji
biosensora, umozliwiajaca jego wielokrotne wykorzystanie do detekcji jonow Hg?".

Kolejnym osiggnigciem opisanym w dysertacji bylo opracowanie elektrochemicznego
aptasensora, w ktorym zastosowano nowo wyselekcjonowany, nie opisany wczesniej
w literaturze, aptamer do detekcji jonow SeO+>". Wykorzystanie bigkitu metylenowego jako
znacznika redoks w roztworze umozliwilo monitorowanie zmian sygnatu po zwigzaniu analitu,
a optymalizacja warunkoéw pomiarowych pozwolila na osiagniecie granicy detekcji na
poziomie 1 nM w roztworze pomiarowym o pH = 4,0. Opracowany biosensor wykazal dobra
selektywno$¢ wobec selenianow(VI), a jego uzyteczno$¢ potwierdzono w analizie
rzeczywistych probek wody wodociggowe;.

Opracowano takze metod¢ syntezy 1 scharakteryzowano pul¢ powierzchniowo
modyfikowanych nanoczastek magnetycznych o  zréznicowanych mechanizmach
oddziatywania z DNA i oceniono ich skuteczno$¢ jako nanosorbentow do wydzielania kwasow
nukleinowych. Najwyzsza efektywno$¢ wigzania kwasow nukleinowych wykazaly nanoczastki
pokryte polietylenoiming, ktére dzigki oddziatywaniom elektrostatycznym zapewniaty wysoka
wydajnos¢ wiazania i odzysku DNA. Wykazano istotny wplyw na efektywnos¢ tych procesow
zarowno sity jonowej, jak i warto$ciowo$ci kationow (Na*, Mg**) obecnych w roztworach
stosowanych do wigzania 1 desorpcji DNA. Uzyskane wyniki potwierdzily, ze optymalne
warunki wigzania DNA zalezg od rodzaju modyfikacji powierzchniowej sorbentu, co wskazuje
na konieczno$¢ indywidualnego doboru sktadu medium dla kazdego typu zastosowanych
nanoczastek.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych badan dostarczyly istotnych informacji na
temat oddzialywan pomiedzy sktadnikami probek 1 roztworéw pomiarowych a komponentami

warstw receptorowych elektrochemicznych biosensoréw DNA. Oceniono rowniez mozliwosci
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wydzielania DNA z probek za pomoca powierzchniowo modyfikowanych nanoczastek
magnetycznych. Badania poszerzyty wiedz¢ w zakresie projektowania warstw receptorowych
geno- 1 aptasensorow DNA, wykorzystania nanomaterialdow oraz wplywu roztworu
pomiarowego na parametry pracy czujnikoéw. Udowodniono rowniez koniecznos¢ kontroli nad
sktadem warstwy bioreceptorowej. Zrozumienie tych zaleznosci jest kluczowe dla zapewnienia
odpowiednich warunkéow dzialania elektrochemicznych biosensorow DNA. Wnioski
przedstawione w rozprawie mogg stanowi¢ cenne wskazowki dla dalszych badan w tej
dziedzinie.

Za najwazniejsze osiggni¢cia badawcze uzyskane w ramach realizacji rozprawy doktorskiej

uwazam:

e zaproponowanie dietylditiokarbaminianu sodu (DEDTC) jako wypelniacza
stanowigcego alternatywe dla 6-merkaptoheksanolu oraz wykazanie zdolno$ci warstwy
DEDTC do minimalizacji niespecyficznej adsorpcji biatek i zwigkszenia nat¢zenia
rejestrowanego pradu,

e oceng przydatnosci komercyjnych elektrod sitodrukowanych oraz przetwornikéw PVD
(wytworzonych we wspotpracy z CEZAMAT PW) do konstrukcji miniaturowych
biosensoréw DNA oraz wykazanie przewagi przetwornikbw PVD pod wzgledem
stabilno$ci sygnatu oraz jako$ci powierzchni zlota sprzyjajacej tworzeniu
uporzadkowanych monowarstw typu SAM,

e opracowanie aptasensora o odpowiedzi typu ,,signal-on” / ,,signal-off’ do wykrywania
jondéw rteci oraz wyjasnienie mechanizmu oddzialywania czasteczek aptameru
z analitem polegajace na usztywnieniu warstwy receptorowej poprzez tworzenie
mostkéw T-Hg*—T,

e opracowanie technologii otrzymywania planarnych przetwornikow PVD na
elastycznym podtozu (we wspotpracy z CEZAMAT PW) do konstrukcji miniaturowego
aptasensora do detekcji jonéw Hg?*, opartego na miniaturowych przetwornikach PVD,
charakteryzujacego si¢  uzytecznymi parametrami  analitycznymi  (granica
wykrywalnosci 0,001 nM - znacznie ponizej limitu okreslonego przez WHO) oraz
potwierdzenie jego przydatnosci w analizie probek rzeczywistych,

e zastosowanie nowego, nie opisanego dotad w literaturze, aptameru selektywnego na
aniony SeO+* 1 opracowanie aptasensora, oferujacego granice detekcji na poziomie

1 nM SeO+*",
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e przeprowadzenie szczegOlowej, poréwnawczej analizy wplywu modyfikacji
powierzchni nanoczastek magnetycznych w postaci polietylenoiminy (PEI),
krzemionki, utlenionego grafenu czy ztota na mechanizm oddzialywania z DNA
1 efektywno$¢ jego wydzielania oraz okreslenie roli sity jonowej w procesach adsorpcji
1 desorpcji kwasow nukleinowych,

e wykazanie, iz nanoczastki pokryte polietylenoiming (PEI) cechuja si¢ najwyzsza
wydajnos$cig adsorpcji DNA, co wynika z silnych oddziatywan elektrostatycznych oraz

wysokiej stabilnosci koloidalnej w szerokim zakresie pH.
Perspektywy dalszych badan

Uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszego rozwoju badan nad miniaturyzacja
biosensorow DNA oraz ich potencjalng implementacja w bardziej ztozonych uktadach
analitycznych. W kontek$cie analizy probek o ztozonej matrycy, obiecujacym rozwigzaniem
jest zastosowanie zaprojektowanych, modyfikowanych powierzchniowo nanoczastek
magnetycznych do wstepnego oczyszczania i izolacji kwaséw nukleinowych przed detekcja
specyficznych sekwencji za pomoca biosensorow DNA. Nanomaterialy te, dzigki mozliwosci
selektywnego wychwytu kwasow nukleinowych, moga znalez¢ zastosowanie nie tylko
w klasycznym wydzielaniu DNA, lecz takze w nowych obszarach bioanalizy. Szczegodlnie
interesujace jest ich potencjalne wykorzystanie jako hybrydowych nanosorbentéw petnigcych
rownoczesnie funkcje znacznikodw (np. elektrochemicznych lub katalitycznych) w czujnikach
DNA opartych na réznych strategiach detekcji sygnalu. W takich systemach mozliwe jest
catkowite wyeliminowanie etapu desorpcji, co dodatkowo upraszcza procedure analityczng.

Dalsze prace badawcze beda koncentrowaly si¢ rOwniez na integracji opracowanych
1 przedstawionych w ramach niniejszej rozprawy — miniaturowych biosensorach DNA
z ukladami mikroprzeptywowymi w celu stworzenia miniaturowych, autonomicznych
urzadzen do szybkiej i w pelni zautomatyzowanej analizy kwaséw nukleinowych i innych
analitow, istotnych z punktu widzenia badan klinicznych 1 srodowiskowych. W ramach grupy
badawczej prowadzone sg juz pierwsze tego typu prace, ktore przynosza obiecujgce wyniki.
Roéwnolegle rozwijane beda rozwigzania umozliwiajace jednoczesng detekcje wielu genow
z wykorzystaniem wielopolowych, planarnych czujnikdéw elektrochemicznych wytwarzanych
w technologii PVD. Docelowo przewiduje si¢ opracowanie zautomatyzowanego, przenosnego
systemu analitycznego, opartego na czujnikach DNA w formie jednorazowych kaset
diagnostycznych, ktore beda wymagaty od uzytkownika jedynie wprowadzenia probki. Takie

podejscie, w potaczeniu z rozwigzaniami zaprezentowanymi w niniejszej pracy, ma na celu

78



znaczace uproszczenie procedury analitycznej, co umozliwi jej zastosowanie nie tylko
w warunkach laboratoryjnych, ale réwniez w punktach opieki nad pacjentem, a nawet przez
osoby bez specjalistycznego przygotowania.

Inny planowany do podjecia przeze mnie watek badawczy bedzie koncentrowac si¢ na
probie eliminacji ograniczen rozpoznawania molekularnego w elektrochemicznych geno-
1 aptasensorach dzigki wykorzystaniu mieszanego mechanizmu homofazowo-heterofazowego,
w ktoérym oddziatywanie receptor DNA-analit bedzie mialo miejsce w roztworze. Badania beda
realizowane w ramach kierowanego przeze mnie projektu badawczego ktory uzyskat
finasowanie w konkursie Preludium 23. Prace beda skupiaé si¢ migdzy innymi na opracowaniu
uniwersalnej platformy do woltamperometrycznej detekcji sekwencji DNA patogenu Fusarium
spp. oraz mykotoksyny - deoksyniwalenolu, stanowigcych wazne anality z punktu widzenia
kontroli bezpieczenstwa zywnos$ci. Powyzsze badania prowadzone beda przy wspotudziale
grupy badawczej prof. Giovanny Marrazza z Uniwersytetu we Florencji 1 b¢da one stanowic

kontynuacje wspotpracy zapoczatkowanej podczas mojego stazu naukowego.
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Matczuk, M. Trzaskowski, M. Mazurkiewicz-Pawlicka, R. Ziétkowski, E. Malinowska, 2022,
23(16), 8860, DOI: 10.3390/ijms23168860”

Méj wktad pracy polegat na wspétudziale przy zaplanowaniu koncepciji i metodyki badawczej
umozliwiajgcej iloSciowe okreslenie proceséw adsorpcji i desorpcji DNA z powierzchni
nanoczgstek, pomocy przy syntezie wszystkich typdéw powierzchniowo modyfikowanych
nanoczgstek magnetycznych oraz przeprowadzitam badania ich oddziatywan z DNA, jak réwniez
scharakteryzowatam nanoczgstki za pomocg technik optycznych oraz dokonatam interpretacji
uzyskanych wynikéw. Przygotowatam wizualizacje uzyskanych danych, jak réwniez przygotowaniu
manuskryptu oraz przeprowadzeniu dodatkowych badah i uzupetnienia tresci w ramach
odpowiedzi na recenzje.

2. ,Sensors and Actuators B: Chemical, A. Szymczyk, K. Soliwodzka, M. Moskal, K.
Rézanowski, R. Ziétkowski, 2021, 354, 131086; DOI: 10.1016/j.snb.2021.131086”

Moj wktad pracy polegat na wspoétudziale przy zaplanowaniu koncepcji badawczej, opracowaniu
procedury pomiarowej, przeprowadzeniu badar literaturowych na potrzeby selekcji substancji
mogacych mieé zastosowanie jako s$rodki blokujgce elektrode, przeprowadzeniu badan
doswiadczalnych za pomocg technik elektrochemicznych i z uzyciem mikrowagi kwarcowe;.
Dokonatam takze wstegpnej interpretacji uzyskanych wynikéw oraz przygotowatam wizualizacje
uzyskanych danych, a takze przygotowatam pierwszg wersje manuskryptu oraz bratam aktywny
udziat w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje (poprzez realizacje do$wiadczerh QCM jak i
przygotowywanie rewizji manuskryptu).

3. ,Measurement, A. Szymczyk-Drozd, D. Baran, A. Skiba, A. Zasada, E. Mosiej,
J.Krzeminski, A. Peptowski, E. Malinowska, R. Ziétkowski, 2025, 250, 117212,
DOI:10.1016/j.measurement.2025.117212.”

M6j wktad pracy polegat na wspétudziale przy zaplanowaniu koncepciji badan, przeprowadzitam
gtéwng cze$é badarn elektrochemicznych, obejmowaty one przygotowanie i scharakteryzowanie
biosensoréw DNA na bazie elektrod ztotych i cienkowarstwowych PVD, dobér sekwencji sond,
obrazowanie SEM i za pomocg mikroskopu konfokalnego badanych przetwornikéw
miniaturowych. Dokonatam takze interpretacji uzyskanych wynikéw, przygotowatam wizualizacje
uzyskanych danych oraz pierwszg wersje manuskryptu jak réwniez bratam kluczowy udziat w
przygotowaniu odpowiedzi na recenzjg poprzez przygotowywanie rewizji manuskryptu).
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4. ,Microchimica Acta, A. Szymczyk, M. Popiotek, J. Krzemiriski, M. Olszewski, R.
Ziotkowski, E. Malinowska, 2024,191(4), 189, DOI:10.1007/s00604-024-06272-w”

M6j wktad pracy polegat na wspétudziale przy zaplanowaniu koncepcji badari oraz realizacji
wigkszosci doswiadczen- w szczegélnosci obejmowaty one przygotowanie i scharakteryzowanie
serii biosensoréw DNA na bazie elektrod ztotych dyskowych i cienkowarstwowych przetwornikach
PVD, w tym opracowanie warunkéw pomiarowych (sktad i pH medium pomiarowego, sktad
warstwy  receptorowej) wykonanie pomiaréw  elektrochemicznych, QCM-D  oraz
spektroelektrochemicznych. Dokonatam takze wstepnej interpretacji uzyskanych wynikéw pod
kgtem badanego mechanizmu generowania sygnatu oraz przygotowatam wizualizacje
uzyskanych danych oraz przygotowatam réwniez pierwsza wersje manuskryptu, jak réwniez
bratam kluczowy udziatw przygotowaniu odpowiedzi na recenzje (poprzez realizacje doswiadczen
jak i przygotowywanie rewizji manuskryptu).

5. ,International Journal of Molecular Sciences, A. Szymczyk, M. Popiotek, D. Baran, M.
Olszewski, R. Ziétkowski, E. Malinowska, 2024, 25(12), 6660, DOI:
10.3390/ijms25126660”

M06j wktad pracy polegat na wspétudziale przy zaplanowaniu koncepcji badan, przeprowadzitam
gtéwng czedé badari elektrochemicznych i wyznaczytam na ich podstawie m. in. podstawowe
parametry analityczne opracowanego aptasensora. Przygotowatam, takze grafiki i wykresy na
potrzeby opracowanego manuskryptu jak réwniez przygotowatam draftu artykutu oraz bratam
aktywny udziat w przygotowaniu odpowiedzi na recenzje (poprzez realizacje doswiadczen jak i
przygotowywanie rewizji manuskryptu).
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Méj wktad pracy polegat na opiece merytorycznej, na wspétudziale przy zaplanowaniu koncepcji
badan, ich realizacji oraz analizy uzyskanych wynikow, a takze wspétredagowaniu manuskryptu i
poZniejszej odpowiedzi na recenzje oraz korespondencji z edytorem i przygotowaniu publikacji do
druku (tzw. przygotowaniu ,corrected proof”). Pozyskatem finansowanie na realizacje badan
(kierownictwo grantu IDUB against COVID-19).
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Mdj wktad pracy polegat na opiece merytorycznej, na wspétudziale przy zaplanowaniu koncepcji
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Abstract: Selenium is an essential inorganic compound in human and animal nutrition, involved in
the proper functioning of the body. As a micronutrient, it actively contributes to the regulation of
various metabolic activities, i.e., thyroid hormone, and protection against oxidative stress. However,
Se exhibits a narrow concentration window between having a positive effect and exerting a toxic
effect. In higher doses, it negatively affects living organisms and causes DNA damage through the
formation of free radicals. Increased reactivity of Se anions can also disrupt the integrity and function
of DN A-repairing proteins. As the permissible concentration of Se in drinking water is 10 pg/L, it is
vital to develop sensitive and robust methods of Se detection in aqueous samples. In this study, for
the first time, we proposed a selective aptamer for selenate ion detection, chosen following the SELEX
process, and its application in the construction of an electrochemical aptasensor towards SeO4>~ ions.
Measurement conditions such as the used redox marker and pH value of the measurement solution
were chosen. The proposed aptasensor is characterized by good selectivity and an LOD of 1 nM.
Conditions for biosensor regeneration and storage were also investigated in this research.

Keywords: aptamer; selenate ion; electrochemistry; aptasensor; methylene blue

1. Introduction

Selenium exists in all the components of the environment, including rocks, soil, plants,
and water. Wastewater discharged from mining, petrochemical agricultural, or metallur-
gical activities contributes to elevated Se levels in groundwater, which can quickly reach
levels toxic to fish and wildlife [1]. Selenium can be found in four different oxidation states
as elemental selenium Se(0), as selenide Se(-II) in organic form and in inorganic forms as
oxyanions, selenite (Se0327) (-IV) and selenate (SeOQ4>~) (-VI). Inorganic forms of selenium
species are considered more toxic than their organic forms due to substantially better water
solubility and environmental mobility [2]. Selenite Se(IV) is known as the most toxic and
selenate Se(VI) as the most bioavailable and soluble compound in the oxidizing environ-
ment [2,3]. However, because of its high capacity for bioaccumulation, the substantial
harmfulness of selenate anions is also described [4,5].

For the speciation analysis and determination of anionic selenium forms in water, many
spectroscopic techniques have been developed, including inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS) [6-8], inductively coupled plasma optical emission spectroscopy
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(ICP-OES) [9], hydride generation atomic absorption spectrometry (HGAAS) [10,11], nu-
clear magnetic resonance imaging (NMRI) [12], neutron activation analysis [13] and flu-
orometry [14]. Separation techniques such as high-performance liquid chromatography
(HPLC) [15], solid-phase extraction (SPE) [16], ion-exchange chromatography (IEC) [17]
and capillary electrophoresis [18] have also been employed to improve the performance
of the existing selenium detection methods. Unfortunately, a laboratory equipped with
expensive analytical devices is indispensable for carrying out such analyses and labor-
intensive sample preparation. These methods are also time-consuming and require highly
trained personnel.

An alternative to the approaches mentioned above is the employment of electro-
chemical techniques, which are characterized by simplicity, high sensitivity, and the ca-
pacity of miniaturization for on-site applications. To date, stripping voltammetry with
the use of modified solid electrodes has been the most widely used approach. Various
electrode modifiers, including mercury films [19], boron-doped gold modification of di-
amond electrodes [20] as well as direct detection with platinum and gold electrodes,
microband electrode array [21] and a rotating gold electrode [22], have typically been
employed for Se determination. Also, the use of nanomaterials opens up new possibilities
in the detection of selenium anions. For this purpose, nitrogen-doped graphene [23], re-
duced graphene oxide [24], Au/ZnO-nanocomposite-decorated ITO electrodes [25], poly(1-
aminoanthraquinone)/multiwall carbon nanotubes [26] and Mn3O4 ™~ chitosan nanocom-
posite [27] have been used. The methods mentioned above offered the possibility of deter-
mination at satisfactorily low concentration levels, i.e., below 10 ug/L (WHO limit [28]).
However, the selectivity of voltametric methods can often be unsatisfactory. Therefore, it is
desirable to develop electrochemical sensors with enhanced selectivity, e.g., by designing
and introducing selective bioreceptors with an affinity for selenium species. Only a few
such attempts have been described in the literature [29,30]. One of them is the approach
proposed by Motlagh et al., who developed an enzymatic gold nanodendrite biosensor.
Selenate reductase immobilized on the electrode surface reduces selenate to selenite ion,
which, as an electroactive compound [31], is then detectable by CV and DPV voltamme-
try [29]. A similar approach is described by the same author in [30], where, instead of a pure
enzyme, the bacterial strains capable of selenate reduction were used. A different approach
in biosensor development, instead of reaction catalyzed by specific enzymes, is the use of
receptors that express high affinity toward a given analyte, selenate ion (SeO4%~), and its
subsequent binding in the receptor layer. One example of such receptors is nucleic acid
strands or, more specifically, selected sequences of nucleic acids, called aptamers. Thanks to
the abundance of DNA nucleotide functional groups as aptamer building blocks, aptamers
can interact according to various mechanisms with a wide range of targets, including small
molecules such as inorganic anions. Another advantage of oligonucleotide receptors is
the possibility of their design and synthesis in vitro, opposite to protein receptors, and
their activity insensitivity even toward toxic compounds. Moreover, analyte-triggered
conformational changes can be a source of analytical signal, which opens vast possibilities
for the employment of aptamers in various detection strategies, including electrochemical
detection. Despite the apparent advantages of aptamers as molecular receptors, the design
of aptasensors for selenate (SeO42~) anions has not yet been described. This may be ex-
plained by the fact that the selection of aptamers for ions and small molecules is challenging.
The small molecular weight of such targets and a huge difference in size in comparison to
the oligonucleotides significantly hinder the SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) process. Particular difficulties arise at the step of the separation
of unbound DNA sequences from target-aptamer complexes that differ only slightly in
mass and general properties [32]. Another challenge in the selection of aptamers for small
molecules is the lack of epitopes or functional groups available for strong aptamer binding
and the same lower affinity of the aptamers to small target molecules in comparison to
larger analytes [33]. Nevertheless, after the identification of the above hindrances, there
are also several approaches to solving such problems (e.g., reversible aptamer candidate
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immobilization on magnetic nanoparticles, which increases the efficiency of the separation
of unbound nucleic acid strands) [32] and allowing for the selection of new aptamers
offering high affinity toward ions.

In this study, for the first time, we report the sequence of DNA aptamer as novel
receptors towards SeO,2~ ion, chosen following the SELEX process, and we describe their
introduction for the construction of an electrochemical aptasensor towards selenate ion. The
developed biosensor allows for the direct detection of selenate ions in aqueous samples. We
believe that the high selectivity and sensitivity of the developed aptasensor are determined
by the high-affinity aptamer to the given selenium ion, as well as the proposed detection
strategy based on the use of methylene blue (MB) as an electrochemical redox marker. The
performed studies also cover the optimization of the sensing conditions, with a focus on the
selection of measurement medium composition suitable for the detection of the biosensor
response. Conditions for biosensor regeneration and storage were also investigated.

2. Results and Discussion

To date, several aptamers toward inorganic ions and electrochemical aptasensors using
such aptamers within receptor layers have been described [34-36]. This included mercury
(ng*), lead (Pb2*), potassium (K¥), uranyl (UO,%%), silver (Ag™) or cadmium (Cd¥). Inall
cases, the interactions between the given ion and ssDNA aptamer(s) resulted in its binding
and retention in the biosensing layer. Several proven mechanisms are responsible for this,
including G-quadruplex stabilization by Pb%* and K* [37], cytosine-cytosine mismatch
stabilization by Ag™ [38], covalent bond formation between thymine- and guanine-rich
probes and Cd?* [39], coordinate bond formation between the phosphate backbone and
UO,2* [40], and thymine-thymine mismatch stabilization by Hg?" [41]. In spite of the
above, the standard procedure for new aptamer selection involves obtaining a pool of
nucleic acid sequences of increasing affinity toward a given analyte in subsequent rounds
(between 6 to 12) [42]. The above procedure, however, was developed for proteins, which,
compared to inorganic ions, are analytes of rather sizable dimensions, 1-100 nm [43] and
0.027-0.3 nm [44], respectively. To be able to obtain aptamer sequences for such small
analytes as inorganic ions, the VENNMultiplex™ mode of SELEX can be used [45]. In
the presented studies, the aptamer selection process, consisting of 12 rounds, allowed for
defining a sequence of high specificity towards SeO42~ ions. It was, however, necessary to
further prove that this sequence could be used in the biosensor layer of the electrochemical
aptasensor as a receptor towards selenate ions. The biosensor construction was based
on a typical self-assembled monolayer setup [46]. In order to be able to immobilize the
investigated aptamer on the gold disc electrode surface, it was modified with a thiol group.
After its deposition on the gold substrate, the blocking 6-mercapto-1-hexanol was immobi-
lized to cover the electrode area not occupied by ssDNA [46,47]. For electrochemical signal
generation, the redox marker was used, freely available in the solution. The mechanism
of detection of the developed electrochemical aptasensor, confirmed during the presented
studies, is shown in Figure 1, together with the equation for biosensor response calculation.

Briefly, as the redox indicator (the only electroactive compound in the used potential
range, approximately from —0.2 to 0.8 V) is freely available in the sample, the electro-
chemical biosensor response will depend on the change in the efficiency of its oxidation
or reduction. This efficiency, in turn, depends on the possibility and easiness of reaching
the electrode surface. As it changes together with binding the analyte by the receptor
layer, the observed changes in redox current are translated into the biosensor response
(Figure 1). In the presented studies, ultimately, the cationic marker, methylene blue, was
chosen, and the observed tendency in redox current changes is shown in Figure 1. However,
as several such indicators are available, which differ in structure and charge and share
a mechanism of interaction with DNA strands, this ultimately translates into smaller or
larger changes in redox reaction efficiency triggered by binding of the analyte (e.g., selenate
ion) by the receptor layer; initially two such indicators were investigated as the source
of the signal for the biosensor response [46]. These were (i) methylene blue, an aromatic
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compound exhibiting a positive charge, and (ii) an equimolar mix of ferro-/ferricyanide
with a negative charge. Moreover, the evaluation of the biosensor response registered for
such different redox markers may point to its source.
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Figure 1. Schematic illustration of the biosensor response mechanism and the equation used for
biosensor response calculation.

The initial experiments were conducted at pH 7.0 (Figure 2), which is optimal for
DNA strands [48,49] and has a negligible influence on the selenate ion [50]. It should be
remembered that depending on the medium composition and properties (e.g., pH), the
analyzed ion could be present in a different form than initially assumed. One of the best
examples of the measurement environment’s influence on the form of analyzed anion, and
the same on the obtained results, could be mercury ion (Hg?*) [51-53], where, depending on
medium pH and its composition, mercury could be present as HgCl,, Hg(OH),, HgCIOH,
HgOHCO3 ™, or complexed by the components of the measurement solution [52]. Luckily,
selenate anions (Se042") are quite stable across a broad pH range (pH between 3.5 and
14.0). Only below pH 3.0 is it protonated and changes into HSeO4 ™ [50]. Similar changes
could also be observed for the receptor layer. DNA molecules are stable in the pH range
from 4.0 to 9.0 [48,49], but in more extreme values, they are susceptible to pH-dependent
destabilization. Below pH 3.5, DNA loses purine bases (adenine and guanine) in the
so-called depurination process, and below pH 2.0, it also loses its polyanionic character
due to the protonation of the phosphate backbone [48,49,54]. In turn, for pH higher than
9.0, dsDNA is prone to alkaline denaturation due to the abundance of hydroxide ions,
which break the hydrogen bonds between DNA strands (remove hydrogen ions from the
base pairs of DNA). Nonetheless, as can be seen in Figure 2, the biosensor response at
pH 7.0 toward selenate ion (calculated according to the equation presented in Figure 1)
was obtained only when methylene blue was used as the redox marker (square wave
voltammetry anodic or cathodic scans were chosen based on higher current changes).

This might result from the electrostatic interactions present in the receptor layer. In the
case of the cationic redox marker (methylene blue), its attraction by a negatively charged
phosphate DNA backbone moves the net receptor layer charge toward being more positive,
which may make the selenate anions approach the electrode surface. However, binding
SeO4%~ by aptamer strands and its retention in the biosensing layer should diminish the
current registered for the aptasensor after the recognition process due to the formation of
possible steric hindrances for redox markers approaching the electrode surface [55], which
were not observed to increase, as shown in Figure 2. Nonetheless, in the literature, there
are also several examples of electrochemical signal increase after analyte binding by the
receptor layer [56,57]. Similarly to these reports, we conclude (which is also pictured in
Figure 1) that the change in spatial aptamer shape after selenate ion binding leads to more
space in the receptor layer for the redox marker to approach the electrode surface. We also
conclude that because of exactly the same electrostatic hindrances, no aptasensor response
was registered when the anionic redox marker, equimolar mix of ferro-/ferricyanide,
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was used (even for substantially higher selenate ion concentration, 100 uM, compared to
assays with methylene blue, 1-12 uM). As described above, the electrostatic mechanism
of attraction or repulsion of the investigated redox marker could also be confirmed by
increased reversibility of registered redox reaction after SeO,2~ ion binding by the receptor
layer (AE changes from 54 to 38 mV); see Figure 3.
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Figure 2. SWV voltammograms. (A-C): Biosensor response registered with methylene blue as a redox
marker with an increasing selenate ion concentration (from 1 to 12 uM); (D): biosensor response
registered with ferro- /ferricyanide as a redox marker with a selenate ion concentration of 100 M.
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Figure 3. CV voltammogram for biosensor response registered with methylene blue as a redox marker
with a selenate ion concentration of 12 pM.

Because of the registered aptasensor response for selenate ion in an assay with methy-
lene blue as a redox marker, we evaluated the biosensor response for a given concentration
range of selenate ion (Figure 4).
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Figure 4. Dependency between selenate ion concentration and calculated biosensor response (result
obtained for SWV experiments, n = 4).

Although it was possible to observe the dependency between the biosensor response
and SeO42~ concentration in the sample (Figure 4), the obtained LOD at the level of 1 uM
(linear range from 1 to 12 uM) was not satisfactory as the limit for selenium presence in
water samples specified by the WHO is at the level of 10 ug/L [28], which gives approxi-
mately 0.127 uM. As the specified WHO limit and the obtained LOD differ by 10-fold, an
attempt was made to lower the detection limit. Based on the above results, we attempted
to move the overall receptor layer charge toward more positive, which should increase the
efficiency in SeO42~ anion approximation to the electrode surface. In the presented studies,
it was realized by lowering the pH of the measurement medium to pH 4.0. Such a change
results in the protonation of the last element of the receptor layer, 6-mercapto-1-hexanol,
which, at higher pH values, exhibits a partially negative charge (originating from ~OH
moieties) and is protonated near pH 5.0 [58]. As was already stated, the selenate ion is
stable in the broad pH range [50] and retains its form, SeO,2~. For single-stranded DNA,
with our aptamer used as a receptor, depurination takes place below pH 3.5, which allowed
us to conduct experiments at pH 4.0 (Figure 5).
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Figure 5. SWV voltammograms for biosensor response registered with methylene blue (pH 4.0) as a
redox marker and for selenate ion concentration at the level of (A) 1 nM and (B) 50 nM.

The change in the overall receptor layer charge (toward more positive values) could
be observed already for the redox reaction of cationic methylene blue. As its concentration
was not changed (50 uM) between assays conducted at pH 4.0 and 7.0, and the registered
currents were two-times smaller than for pH 7.0, it can be concluded that its electrostatic
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attraction by the receptor layer was of significantly lower efficiency. Also, the methylene
blue redox potential was moved toward more positive values, from approximately —0.25 V
for pH 7.0 to approximately —0.025 V for pH 4.0, which additionally points to changes in its
interactions with the receptor layer. However, what is significantly more important is the
fact that the calculated biosensor response was high even for a significantly lower selenate
ion concentration than during measurements at pH 7.0. This, in turn, could originate from
the fact that, in these conditions, the receptor layer negative charge originates only from the
immobilized ssDNA aptamer strands, which approximates, at least theoretically, conditions
where the aptamer sequences were selected in the depth of solution during the SELEX
process. Nonetheless, the change in the pH value of the measurement environment resulted
not only in a change in registered voltammograms (methylene blue redox reaction) but
also in the obtained analytical parameters of the aptasensor toward the analyte (SeO42").
Although we expected an increased aptasensor response toward the analyzed ion, the
obtained LOD (approximately 1 nM) was far below the above-mentioned detection limits
specified by the WHO [28] (Figure 6A).
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Figure 6. (A) Dependency between selenate ion concentration and calculated biosensor response
(result obtained for SWV experiments, 1 = 4); (B) plot of the absolute aptasensor electrochemical
responses (transformed to positive values versus calculated with the equation presented in Figure 1)
in the function of analyte concentration for the determination of equilibrium dissociation constant
(Kp). Black points represent experimental points; red curve represents fitting through non-linear
regression according to the “one-to-one” kinetic model.

This made us evaluate the strength of the binding affinity between the obtained
receptor layer with the developed aptamer and the selenate ion by calculation of the
dissociation constant (Kp). Assuming a simple aptamer-analyte interaction at equilibrium
according to the “one-to-one” kinetic model and good interaction stability, it was possible
to numerically determine the equilibrium dissociation constant (Kp) [59]. This parameter
reflects the binding affinity of the target to the aptamer molecule. As can be seen in
Figure 6B, the Kp value at the level of 13.9 nM indicates the high ability of aptamer
binding sites to form complexes with the detected analyte, even at its low concentrations in
the sample.

The calculated dissociation constant proved the high affinity of the as-prepared
biosensing layers toward selenate ions in the used measurement conditions. This was
further confirmed by the selectivity studies (Figure 7), where all analyzed ions were at the
level of 100 nM.



Int. ]. Mol. Sci. 2024, 25, 6660

8 of 15

30 uo*

20

2+ <2+

10 Co™ Ni

.
=t

Cr0O A
-20 PbZ . 27 cu® Fe*

Cd
-30 4

Biosensor response [%]
o
1
w
@
S
=z
=m
1
3
o
A

-40 -

50 ‘F

601 se0?

4

Figure 7. Selectivity studies of as-prepared electrochemical aptasensor. All ions were at the level of
100 nM and the sensor incubation in the sample was conducted for 30 min (1 = 4).

As can be seen in Figure 7, the highest aptasensor response was obtained for selenate
ion (—52.48 + 6.00%) followed by Cd?* (—15.04 & 6.80%) and Fe* (—14.69 = 0.63%). The
lowest biosensor responses were registered for Ni%* (2.80 + 4.14%) and Sb~ (3.50 = 0.00%).
The clear decrease in the registered methylene blue reduction current after biosensor incuba-
tion in the sample (different biosensor response) was registered for UO,%* (2041 + 3.91%).
These could indicate that strong binding of anions or cations in the receptor layer changes
the overall charge of such a layer. In the case of UO,%* cation, which forms coordination
bonds with phosphates present in the DNA backbone, the charge becomes more positive,
which diminishes the electrostatic attraction of the positive redox marker, methylene blue,
the same reducing the registered current. As we can see in Figure 7, a different biosensor
response is observed for selenate anions. In this case, the current increases, which may
suggest the increase in the negative charge deposited at the electrode surface (increased
attraction of cationic redox marker, methylene blue) and increased efficiency in its redox
reaction. Additionally, importantly, the aptasensor response toward SeO3%~ was negligible.

In order to further confirm that the observed biosensor response results from the
selenate ion binding by the aptamer, and not with any other interactions that could take
place within the receptor layer, we modified electrodes only with different blocking agents
(EBAs). This allowed us to obtain different surface properties: (i) hydrophilic with neutral
charge for 6-Mercapto-1-hexanol (MCH); (ii) hydrophilic with neutral-to-negative charge
for 11-mercaptoundecanoic acid (MUA; pKa of pH~4); (iii) hydrophilic with positive
charge for cysteamine (CYS); (iv) hydrophobic with neutral charge for 1-pentanethiol (PE).
Then, such prepared electrodes were used in selenate ion detection as if it were a typical
aptasensor. The registered “biosensor” response is presented in Figure 8, together with
example voltammograms. As can be seen, the registered differences in the “response”
toward selenate ion (a few percent of changes) for every EBA used are within the margin of
error and do not indicate the selenate ion detection. The only differences were registered
for methylene blue redox current intensity after signal stabilization, where, for a positively
charged (CYS) electrode, the lowest signal was obtained, then, together with increasing
the negative charge density at the electrode surface, the registered current also increases
(MCH and MUA). The highest current was registered for PE, which most likely results
from the lipophilic character of the electrode surface, which could more efficiently attract
the methylene blue. However, different currents registered for different EBA used could
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lead to diminishment or increase the electrochemical aptasensor response toward selenate
ion, which will be subjected to other studies by us. However, importantly, the above results
clearly indicate that the change in current after subjection of the prepared aptasensor to the
selenate ions comes almost only from the binding of selenate ions to the aptamer, not from
any other interactions that could take place within the receptor layer.

Cysteamine (CYS) 6-Mercapto-1-hexanol (MCH)
4
3 3
g g
£ £
2 2
) £
5] 3
A UIE
o o
03 02 01 00 01 03 a2 o1 00 01
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i- [\ s
/ \ £
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' f \ !
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Figure 8. Response of the electrodes modified with appropriate electrode blocking agent (cysteamine,
6-mercapto-1-hexanol, 11-mercaptoundecanoic acid or 1-pentanethiol) for measurement solution
containing only methylene blue (black line) and for methylene solution with selenate ion addition
(100 nM) (red line).

Both the presented selectivity and the low dissociation constant motivated us to also
evaluate the developed biosensor response for selenate ion in the real sample. This was tap
water, as we initially followed WHO regulations related to the selenate limits in drinking
water (Figure 9).
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Figure 9. Real sample analysis with the use of the prepared biosensor. The selenate ion concentration
was 100 nM (n = 4).
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The tap water was diluted 1:1 (v/v) with measurement solution (twice concentrated)
and spiked with 100 nM SeO42~. As was previously mentioned, the limit specified by
the WHO for selenium concentration in drinking water is at the level of 0.01 mg/L
(0.127 uM) [28]. As can be seen in Figure 9, the developed aptasensor response was
only slightly higher for the spiked real sample (—57.19 £ 0.03%) than for the laboratory
sample (—52.48 £ 0.06%).

Further studies were dedicated to (i) the evaluation of the possibility of biosensor re-
generation and its subsequent use in selenate ion concentration determination (Figure 10A)
and (ii) the evaluation of the biosensor stability during one week of storage in chosen
conditions (Figure 10B). The first mentioned experiments involved 20 min of aptasensor
incubation in one of the following solutions; 5 mM EDTA, pH 7.5 (as a standard complexing
agent that proved its applicability in multiple studies [51]); 1 M KH,POy,, pH 4.5 (used
in the presented studies as solution for DNA immobilization); solution of 10 mM TRIS,
50 mM KCl and 20 mM MgCl,, pH 7.0 (used in various studies as a typical DNA/DNA
hybridization buffer [47]); and 0.5 M NayCOs, pH 10.5 (with a significantly changed pH
and presence of CO3%~ ions, which, according to the literature, can compete with selenate
ions during its removal with magnetite from granitic groundwater [60]).

(A) (B)

3.04

Current [uA]
Biosensor response [%]

T T T T T MCH Freshly
-0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 prepared

Potential [V]

Figure 10. (A) Aptasensor regeneration studies. Black line: before selenate ion detection; red line:
after 30 min of electrode incubation in selenate ion solution (100 nM); blue line: after 20 min of
aptasensor incubation in 0.5 M Na,COj at pH 10.5 (regeneration); green line: after 30 min of electrode
incubation in selenate ion solution (after regeneration process); (B) aptasensor response (50 nM
selenate ion concentration) after one week of storage in the specific conditions (blue bar: response
obtained with freshly prepared biosensor).

From the analyzed condition, the regeneration process took place only for sodium
carbonate, and the appropriate current change after subsequent selenate ion determination
was obtained (Figure 10A). The investigations on biosensor storage were conducted in 1 M
pf KH2POy at pH 4.5, 5 mM of EDTA at pH 7.5, (used in the presented studies as solution
for DNA immobilization), 0.5 M of Na,COj3 at pH 10.5, and water solution of 2 mM of
6-mercapto-1-hexanol (MCH). From the analyzed conditions, only the biosensor that was
keptin 2 mM of MCH was able to obtain similar results for the determination of 50 nM
selenate ion at a similar level to the freshly prepared biosensor (Figure 10B).

Nonetheless, taking into account the obtained results, aptasensor response dependency
to selenate ion concentration (Figure 6A) and to a real sample (Figure 9), low dissociation
constant of as-prepared receptor layer (Figure 6B) (Kp at the level of 13.9 nM) and obtained
selectivity (Figure 7), we believe that there is the possibility of using the described aptamer
sequence in the construction of biosensing layers toward SeO,2~ anion.
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3. Materials and Methods
3.1. Reagents

2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol—Trizma® base (TRIS), 3-(N-morpholino)
propanesulfonic acid (MOPS), sodium dihydrogen phosphate (NaH,POy), potassium di-
hydrogen phosphate (KH,POy), potassium chloride (KCl), sodium hydroxide (NaOH),
6-mercapto-1-hexanol (MCH), methylene blue (MB), lead(II) nitrate (Pb(NO3)2), cadmium
chloride (CdCl,), copper(Il) nitrate (Cu(NOs);), iron(Ill) chloride (FeCls), uranyl acetate
(UO»(CH3COO0),), cobalt(Il) sulfate hexahydrate (CoSO4-6H,0), potassium chromate
(K2CrOy), manganese (II) chloride (MnCl,), nickel nitrate (Ni(NO3),), sodium selenate
(NaySeOy), and potassium antimony (III) tartrate hydrate (CsH4K;01,Sb,-H,O) were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany). Sulfuric acid (H,SO4) and hydrogen per-
oxide (H2O;) were purchased from POCh (Gliwice, Poland). Potassium ferricyanide
(K3[Fe(CN)s]) and potassium ferrocyanide (K4[Fe(CN)g]) were purchased from Fluka
(Buchs, Switzerland). All reagents were used without further purification. All solutions
were prepared with Milli-Q water.

DNA aptamer specificity towards selenate ions was identified through SELEX process
by Basepair Biotechnologies (Pearland, TX, USA) with the use of the VENNMultiplex™
technique dedicated to low molecular targets. In this SELEX process type, aptamer candi-
dates were hybridized to the complementary sequences immobilized on the surfaces of
magnetic nanoparticles. After each round, aptamer candidates bound with the selenate
ion were removed from the nanoparticles and stayed in the supernatant after the magnetic
sample separation. Application of the SELEX procedure included the use of VENNMul-
tiplex™ for at least 12 rounds, which was followed by next-generation sequencing and
bioinformatics studies. Based on results, the 32-nucleotide single-stranded DNA aptamer
probe E1 (desalted, HPLC purified) specific towards selenate ions and additionally contain-
ing a disulfide group was purchased from Metabion, Planegg, Germany. The sequence was
as follows: 5'-OH-C-S-S-C4- TAT GAC ATT GTG ACG AAC TCC TCA CTA GAC CG.
Aptamer stock solutions (100 uM) were prepared with a water-molecular biology reagent
(Merck, Germany) and stored in a —20 °C freezer before use.

3.2. Solutions

The solutions used in the presented experiments were as follows: 50 mM MOPS pH 7.0;
5 mM ferri/ferrocyanide in 50 mM MOPS, pH 7.0; 50 uM MB in 50 mM MOPS pH 7.0; 50 uM
MB in 50 mM TRIS pH 4.0; twice-concentrated measurement solution in studies conducted
for real sample analysis (100 uM MB in 100 mM TRIS pH 4.0); 5 mM ferri /ferrocyanide
in 0.1 M KCL; 1 M HSOy4, 0.1 M H,SOy4, 1 M NaOH, piranha solution (H,SO4:H,O, (3:1)
(v/v)), 1 M KH,POy, pH 4.5; water solution of 2 mM 6-mercapto-1-hexanol. If necessary,
redox indicator solutions were spiked with appropriate salts.

3.3. Gold Electrodes Cleaning and Modification

The electrochemical measurements were carried out with a conventional three-electrode
system consisting of a gold disk electrode (CH Instruments, Bee Cave, TX, USA), a gold
wire as an auxiliary electrode (Sigma Aldrich, Darmstadt, Germany), and Ag/AgCl/1 M
KCl reference electrode (Mineral, Warsaw, Poland). The gold disc electrodes were prepared
according to [47]. After electrode cleaning, the given concentration (usually 4 uM) of
thiolated DNA probe in immobilized buffer solution (1 M KH,POy (pH 4.5)) was deposited
at the surface of previously cleaned electrodes and immobilized for a given period of time
(e.g., 30 min). Then, the electrodes were washed in DI water and incubated for 2h in 2 mM
MCH. Next, electrodes were rinsed with DI water and kept for 2 min in 100 mM NaOH
with 1 M NaCl to remove weakly bound DNA /MCH moieties before the electrochemical
measurements.
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3.4. Electrochemical Measurements

Voltametric measurements were performed with a CHI660A electrochemical worksta-
tion (CH Instruments, USA). Cyclic voltammetry (CV) was conducted at a sweep rate of
100 mV-s~!, while square wave voltammetry (SWV) was recorded at a pulse amplitude
of 25 mV, an increment of 4 mV, and a frequency of 15 Hz. Depending on the pH of the
measurement solution, cathodic or anodic scans were taken into account during qualitative
and quantitative analyses. This was based on calculations made after each set of exper-
iments. Before measurements, electrodes were incubated in an analyzed measurement
buffer for 10 min. Then, a series of SWV measurements were conducted to stabilize the
initial receptor layer signal (Ip).

4. Conclusions

Due to human activity, particularly related to natural environment degradation and
changes in the global temperature values, the distribution of various pollutants or toxins in
the environment changes. This may result in groundwater contamination and consequent
bioaccumulation of compounds hazardous to human health in agricultural crops, animals
consumed, and in the air we breathe. This, in turn, entails the need for the elaboration of
mobile and easy-to-use analytical devices, which could be operated by non-professionals
directly in the place of need. One such approach is to use electrochemical sensors and
biosensors, which, because of their dimensions, low cost, and ease of integration in more
advanced microfluidic devices, make such solutions possible. However, one of the most
important parts of such biosensors is the receptor layer and, more precisely, the receptor,
which could selectively bind the analyte of choice. The progress in new receptor devel-
opment is directly connected to the progress in the development of the abovementioned
sensors and biosensors and, ultimately, also to the mobile devices capable of precise anal-
ysis of the sample in the place of sampling. One example of such receptors is aptamers,
single-stranded DNA or RNA oligonucleotides selected during the SELEX process. Herein,
we present the 32-nucleotide aptamer sequences, identified during the VENNMultiplex™
mode of systematic evolution of ligands by exponential enrichment. It was further modified
with the thiol group atits 5" end and applied for the first time in the receptor layer of electro-
chemical aptasensor toward selenate ion. During the presented studies, the measurement
conditions were chosen, specifically the redox marker used and pH value of the measure-
ment solution. This, however, makes it possible to elucidate, at least at the very first step,
the mechanism of SeO4%~ ion interaction with the receptor layer and to obtain interesting
analytical parameters of the developed electrochemical aptasensor. Especially from the
point of view of the level of detection, which was far below the limits described by the
WHO (10 ug/L) and selectivity. For elaborated receptor layer and measurement conditions,
the dissociation constant was calculated (13.93 + 5.54 nM), which further indicates the
high ability of aptamer binding sites to form complexes with the detected analyte even
at its low concentrations in the sample. It should, however, be emphasized that this is
by far the first attempt to utilize aptamer-based layers for electrochemical detection of
selenate ions, and this paper does not provide an exhaustive list of aptasensor construction
examples. We believe that further studies will allow for increased repeatability of the
conducted experiments, shorten the analysis, or make it more user friendly. These can be
achieved, e.g., by the application of other electrode blocking agents [47,61], optimization of
the receptor density within the biosensing layer and measurement solution composition, or
application of transducers manufactured in printed electronic technology [51].

5. Patents

Authors have patent “DNA aptamer sequence, its use for selective detection of sele-
nium ions, a method of manufacturing an electrochemical aptamer sensor and a method of
measurement using it, and an electrochemical aptamer sensor containing an oligonucleotide
DNA aptamer sequence”, P.448520 pending to Assignee.
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Abstract: Nucleic acid extraction and purification are crucial steps in sample preparation for multiple
diagnostic procedures. Routine methodologies of DNA isolation require benchtop equipment (e.g.,
centrifuges) and labor-intensive steps. Magnetic nanoparticles (MNPs) as solid-phase sorbents could
simplify this procedure. A wide range of surface coatings employs various molecular interactions
between dsDNA and magnetic nano-sorbents. However, a reliable, comparative evaluation of
their performance is complex. In this work, selected Fe3O4 modifications, i.e., polyethyleneimine,
gold, silica, and graphene derivatives, were comprehensively evaluated for applications in dSDNA
extraction. A family of single batch nanoparticles was compared in terms of morphology (STEM),
composition (ICP-MS/MS and elemental analysis), surface coating (UV-Vis, TGA, FTIR), and MNP
charge ((-potential). ICP-MS/MS was also used to unify MNPs concentration allowing a reliable
assessment of individual coatings on DNA extraction. Moreover, studies on adsorption medium
(monovalent vs. divalent ions) and extraction buffer composition were carried out. As a result,
essential relationships between nanoparticle coatings and DNA adsorption efficiencies have been
noticed. Fe3O4@PEI MNPs turned out to be the most efficient nano sorbents. The optimized
composition of the extraction buffer (medium containing 0.1 mM EDTA) helped avoid problems with
Fe3* stripping, which improved the validity of the spectroscopic determination of DNA recovery.

Keywords: iron(IL1III) oxide; magnetic nanoparticles synthesis; Fe304 MNPs functionalization; DNA
extraction; DNA—nanoparticle interactions

1. Introduction

Seeking the most accessible molecular diagnostic tests and developing reliable and
cheap procedures is of utmost importance [1]. In most cases, nucleic acid analysis’s first
step is their extraction and purification from biological material. To assure the reliability
of detection assays, such as qRT-PCR or genosensors, it is crucial to obtain high-quality
purified DNA or RNA [2]. Classical nucleic acid isolation procedures include phenol-
chloroform extraction, salting out and proteinase K treatment, and adsorption on silica-gel
membrane [3]. These efficient but time-consuming methods require hazardous solutions,
dedicated equipment, and expensive consumables [4]. The newly developed procedures
should be fast, have throughput, and involve the minimum possible number of reagents
or benchtop equipment. Considering the abovementioned issues, nanomaterials gained
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particular attention as an indispensable part. Their properties, like high surface-to-volume
ratio and the easiness of surface properties adjustment, became the reason for their applica-
tions, e.g., in genetic material extraction and purification [5-8]. Carefully chosen magnetic
nanoparticle (MNPs) surfaces can show a high affinity for nucleic acids. In contrast, the
presence of a magnetic core allows them to be easily manipulated using an external mag-
netic field. The DNA should bind preferentially to nanoparticles which facilitate its removal
even from complex samples (i.e., proteins or other compounds). Then the application of
external magnetic force separates the MNPs. Further changing the solution where MNPs
are dispersed induces medium-triggered DNA adsorption reversibility, ensuring its facile
recovery back to the solution.

Current research trends targeted at new nano sorbents for the extraction of nucleic
acids focus on the development of both magnetic core materials, their shape and morphol-
ogy [9], and their surface functionalization [10,11]. Several magnetic materials based on
iron, cobalt, and nickel have been developed, e.g., magnetic cobalt—zinc ferrite core/SiO,
shell nano sorbents [12], cobalt-oxide-based nanoparticles [13], spinel iron-cobalt oxide
compounds [14], hydrophobic magnetic deep eutectic solvents containing Fe/MnCo/Gd
ions [15], and magnetic ionic liquids including cobalt(I) and nickel(IT) complexes [16].
Cobalt ferrite and other types of novel magnetic nanoparticles are promising due to their
magnetocrystalline anisotropy, good parameters of coercivity, and saturation magnetization.
Such materials also offer high chemical stability, wear resistance, and generally high physi-
cal and chemical stability [17]. The latest concepts in designing magnetic nano sorbents
also include the use of magnetic nanoparticle (MNP) assemblies [9], the use of porous
structures [18], or the use of specific double helix formation interactions [19]. However,
due to the low cost and simplicity of synthesis, magnetite remains the dominant magnetic
material in magnetic nanoparticles dedicated to nucleic acid extraction and purification.

The current scientific literature does not indicate a universal type of surface modifica-
tion and the conditions that ensure efficient nucleic acid extraction. Therefore, there are
several concepts involving different kinds of interactions, including electrostatic attraction
between the nanoparticle and polyanionic phosphate backbones of nucleic acids [20,21],
hydrophobic interactions (7r-7t stacking) [22], hydrogen bonds formation [23], coordination
and salt bridging [24] or specific, biological affinity [25,26]. Nevertheless, as could be
found in the literature also, bare Fe3O4 nanoparticles, without clearly described surface
properties, were successfully employed for DNA isolation [27]. Recently, Qi et al. proposed
amethod of capturing DNA adducts from human blood samples through Fe;0,@GO nano
sorbent, where GO was responsible for improving selectivity by enhancing the interac-
tion with the analyte [28]. On the other hand, in the recent publication by Zhang, the
high and pH-sensitive DN A loading capacity was due to cationic polyethyleneimine [29].
Paltrinieri et al. coated Fe304 MNPs with polyallylamine hydrochloride (PAH), and
PAH functionalized with guanidinium groups (PAH-Gu) for enhanced phosphate bind-
ing [30]. An interesting and recently reported example of a polycationic ligand is PEDOT.
Nanoparticles modified with this polymer showed a unique, high binding capacity in
acidic media [21]. Moreover, silica coatings are commonly used for the solid-phase pu-
rification of DNA [31]. Silanization with modified precursors (APTES/MPTMS) allows
easily manipulating the character of functional groups, which also affects affinity towards
nucleic acids [32]. Min et al. described an approach to isolate and purify DNA based on
hydrogen bonding via carboxyl groups. These superparamagnetic Fe304 nanoparticles
were modified with meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA) [33].

Despite the growing number of reported examples of magnetic nanomaterials as
nucleic acid nano sorbents, relatively little attention is paid to the critical evaluation of
adsorption mechanisms and their impact on the nucleic acids” extraction capacity. The
comparative studies so far focus on quantitative analysis of solid- and liquid-phase extrac-
tion [34,35] and the confrontation of manual and automatic approaches [36]. The variety
of conditions and magnetic properties of the Fe3O, cores make a comprehensive compari-
son of the effects of surface coating difficult. Therefore, the available literature examples
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concern mainly the comparison of bare and core-shell nanoparticles [37] or methods of
selective and non-selective adsorption of nucleic acids [38].

Presented studies focus on the comparative analysis of the influence of the nanopar-
ticle surface type on the efficiency of its interaction with calf thymus DNA. The proposed
nanoparticle preparation method allowed several post-synthetic modifications of the start-
ing Fe3O4@PEI nanoparticles. Fe30, surface modifications cover the functionalization of
a magnetic core with polyethyleneimine (PEI) and further with graphene oxide (GO), car-
boxylated graphene oxide (GOCOOH), gold (Au), silica/amine-silica (TMOS/ APTMS). For
comparison, commercially available Fe304 nanoparticles without polymer coating were
analyzed in the presented studies. Obtained Fe3Oy4 types (coatings in the form of solid
shells as well as surface ligands) were extensively characterized in terms of their morphol-
ogy, qualitative and quantitative elemental composition, and surface properties by STEM
imaging, ICP-MS, and elementary analysis, thermogravimetry, (-potential measurements,
UV-Vis- and Fourier-transform infrared spectra registering. Additionally, we compara-
tively characterized nanomaterials” magnetic properties (specific magnetization and rate
of magnetic separation) and determined the iron content in their prepared suspensions
using ICP-MS/MS. The latter results allowed for the normalization of MNPs concentration
(the same batch of magnetite core). They provided a reliable comparison of the influence
of the nanoparticle surface type on the efficiency in its interaction with calf thymus DNA.
The adsorption and desorption efficiency from the surface of modified nanoparticles was
investigated by UV-Vis spectrophotometry. The effect of various Na* or Mg?* concentrations
in the adsorption medium and the influence of temperature and concentration of the buffer
components used in the DNA desorption protocols were also examined.

2. Results and Discussion

Magnetic nanoparticles’ properties, like good dispersion, high surface area, and ease
of surface modification, make them ideal as sorbents, carriers for various biological species,
also nucleic acids. Thus, they have broad applicability in developing the DNA /RNA
analysis methods or as components in genetic material preparation assays (extraction and
purification steps) [39]. The magnetic core has two essential functions. First, to provide the
ability of rapid separation in an external magnetic field from the sample. Second, Fe304
acts as a platform for further functionalization with compounds expressing the affinity to
nucleic acids.

However, due to nanoparticles’ magnetic properties and the tendency to clusterization,
maintaining their biological species adsorption efficiency typically requires their stabiliza-
tion [40]. A stabilizer is also necessary to secure the FezO4 nanoparticles as a convenient
platform for further modification with various coatings. The presented studies achieved
the first use of polyethyleneimine (PEI) as a particle stabilizer introduced in situ during
the MNPs co-precipitation synthesis method previously described by Zhou [41]. Typically,
stabilization of PEl is accomplished by post-synthetic ligand exchange from the starting
citrate-capped Fe3O4 nanoparticles. The already described post-synthetic modification
takes more time (an additional 4 h), elevated temperature (80 °C), and strict control of pH
during the process [42,43]. In situ capping of FezO4 nanoparticles with PEI significantly
simplifies the procedure (one-pot approach) and helps maintain good colloidal stability
of nanoparticles by eliminating the risk of aggregation during the ligand exchange of
citrate-capped nanoparticles.

The presented research aimed to prepare magnetic nanoparticles of different surface
modifications and their comparative analysis in nucleic acids (calf thymus dsDNA) ad-
sorption/desorption process efficiency. For this purpose, seven types of surface coatings
of magnetic MNPs that may interact with DNA in various ways were prepared and char-
acterized. As was stated above, PEI provided good stabilization and gave the cationic
character of the surface over a wide pH range. Based on magnetic nanoparticles coated with
PEI (Fe304@PEI), a family of functionalized nanoparticles characterized by uniform cores
was synthesized. This included: two types of silica shells, anionic silica (Fe30,@TMOS)
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and cationic amine-silica (Fe30,@APTMS); two types of graphene derivatives, graphene
oxide (Fe304@GO) and carboxylated graphene oxide (Fe304@GOCOOH). To enable further
covalent functionalization of magnetic nanoparticles with thiolated receptors, nanoparti-
cles coated with gold shells (Fe30;@Au) were synthesized. Additionally, for comparison
with as-obtained nano sorbents, the commercially available MNPs without polymer shells
were considered (the manufacturer did not provide information on the surface coating
composition). We expected that in the case of commercial Fe304 nanoparticles, their core
ligands (e.g., adsorbed anions) are directly responsible for the interaction with the nucleic
acid. Schemes of nanoparticles used in the framework of this study are depicted in Figure 1.
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Figure 1. The scheme of magnetic nanoparticles (MNPs) prepared and investigated within this study.

It should be emphasized that before MNPs usage for nucleic acid interaction analysis,
the concentration of nano sorbents on various surfaces was unified. It was achieved by
using the same batch of MNPs for all modifications and the expression of nanoparticle
concentrations by iron content (magnetite core). This step was crucial for the reliability of
the efficiency of the comparative evaluation of DNA/MNPs interactions.

2.1. Evaluation of Magnetic Properties of Fe3O4-Based Nanosorbents

To assess the influence of surface modification on the rate of magnetic separation, we
measured the time from external magnetic field application to obtain the complete MNPs
collection. A series of photos before, during, and after applying an external magnetic field
were taken, and exemplary images are shown in Figure 2a. In addition, magnetization
curves were recorded for each nanoparticle type (selected examples shown in Figure 2b),
and the saturation magnetization values were determined.

As can be seen, functionalized nanoparticles retain their ability to magnetic separation,
but the rate of magnetic collection strongly depends on the type of surface coating. The
rates of MNPs separation were compared to MNPs Fe3O4@PEI, which were used as an
internal benchmark (up to 50 s). The fastest separation (up to 30 s) was observed for
nanoparticles coated with silica, amine-silica, and commercial MNPs. This can be attributed
to their sizes and morphology. In the case of Fe304,@TMOS and Fe;O4@APTMS, partial
agglomeration at the silanization stage typically occurs, resulting in large, multi-core
structures. On the other hand, commercially available nanoparticles have a larger core
diameter than nanoparticles obtained by co-precipitation, which is also reflected in their
behavior in a magnetic field. Furthermore, nanoparticles decorated with GO and GOCOOH
were characterized by good colloidal stability and rapid separation (up to 40 s) in the
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magnetic field compared to PEl-coated magnetic cores. Notably, when attached to GO
and carboxylated graphene oxide, magnetic nanoparticles gain properties different from
those obtained from other modifications. It was noticed that such nanoparticles tend to
form macroscopic graphene-like flakes (row 3, column 2 in Figure 2a). Such behavior of the
obtained magnetic nanostructures confirms the effectiveness of the Fe30, decoration with
graphene oxide sheets. However, the tendency of such nanoparticles to agglomerate via
-7 stacking does not deteriorate their applicability as nano sorbents, as they can be easily
redispersed through sonication.
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Figure 2. (a) Images of the response of chosen MPNs to the external magnetic field and their
appearance after brief resuspension, (b) magnetization curves of MNPs types obtained by VSM.
The external field sweeps from —300 to + 300 Oe. Magnetization units are represented by emu/g
Fe, (c) calculated values of specific saturation magnetization of MNPs series. He—coercivity field,
Ms—saturation magnetization.

Macroscopic observations were confirmed by detailed magnetometric analysis. As
shown in Figure 2b, coercivity values were low, indicating that synthesized MNPs show
typical superparamagnetic properties. This is also evidenced by the relatively high satu-
ration magnetization values (Figure 2¢), which are slightly lower but comparable to the
magnetization of pure magnetite (92 emu/g). As can be seen in the detailed diagrams
presented in Figure 2b, the M(H) magnetization curves in a wide range of magnetic fields
correlate with the saturation magnetization values. The similar nanoparticle types com-
pared with each other show a similar course of the magnetization process (see Fe30,@GO
vs. Fe30,@GOCOOH and Fe;0,@TMOS vs. Fe304,@APTMS). The poor magnetizing ability
of Fe304,@Au compared to Fe3O4@PEI and Fe3O,4 (commercial) is also confirmed. Obtained
values in most cases were still high enough to employ MNPs as powerful nano sorbents.
On the other hand, Fe304@Au core-shell nanoparticles show a poor capability for magnetic
separation (up to 120 s) and relatively low magnetization saturation (44.6 emu/g). This
phenomenon can be explained by the presence of a conductive Au shell, which significantly
reduces the nanoparticle magnetism [41] due to the mass effect of the non-magnetic coat-
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ing. This type of MNPs separation was ineffective; Au-coated MNPs were excluded from
detailed studies on DNA adsorption/desorption.

2.2. {-Potential Measurements

(-potential parameter of synthesized MNPs has been used to portray the changes
in their surface modification (Figure 3). From the family of studied nanoparticles, only
Fe304@PEI (25.3 mV) and Fe30,@APTMS (30.2 mV) are characterized by a positive charge
due to the presence of protonated amino groups of the ligands. Commercial MNPs possess
an intrinsic negative charge (—22.6 mV). The anionic character of these nanoparticles with-
out polymer shells in near-neutral pH (different from the expected, intrinsically slightly
cationic, bare iron(ILIII) oxide) comes most likely from the complexation of the surface
atoms by anions—either naturally occurring in the sample, or compounds added as a
surface stabilizer (e.g., commonly used citrate) [44]. The negative charge of GO-decorated
Fe304 (—16.3 mV) and GOCOOH-decorated Fe3O4 (—23.3 mV) confirms that originally
cationic, PEI-coated iron(ILIII) oxide nanoparticles are efficiently incorporated into the struc-
ture of graphene oxide. The intrinsic negative charge of GO and GOCOOH derives from
carboxyl and other oxygen-containing groups on its surface. Fe30,@TMOS (—32.0 mV) are
negatively charged due to silanol groups of the silica shell. On the other hand, the negative
charge of Fe30,@Au (—16.5 mV) comes from a citrate ion, which acts as a stabilizer of gold
nanoparticles. It can be concluded that all nanoparticles gained the expected charge due to
their coatings, proving their ligand attachment effectiveness.

Fo,0,@APTHS Coating type C-p[ontle‘l;ltlal
FesOu@PEI 253+26
Fes01@GO -16.3+4.5

Fes0:@GOCOOH =233+09

Fe,0,@GOCO0H

Fe30:@TMOS -32.0+4.0
{ } FesOw@APTMS 30.2+8.1
Fe,0,@G0 Fe,0,@Au FesOs@Au -16.5+45

FexO4
(commercial)

Fe,0, (commercial)

-22.6+43

Fe,0,@TMCS

Figure 3. (-potential of modified magnetic nanoparticles (1 = 3).

2.3. MNPs Morphology (Bright-Field Scanning Transmission Electron Microscopy)

Another critical parameter influencing the MNP’s DN A sorption efficiency (e.g., de-
scribed above silica or amine-silica coated) is their morphology. For this reason, the family
of nanoparticles has been characterized by STEM. Average nanoparticle sizes were investi-
gated based on the analysis of the obtained micrographs (Figure 4). Despite the same sizes
of magnetic cores (except MNPs shown in Figure 4g), nanoparticles differ significantly in
terms of their morphology, which is caused by surface modification. Fe304@PEI are charac-
terized by the smallest dimensions (average diameter 8.1 nm—Figure 4a) compared to other
structures. Decoration of magnetic MNPs with graphene oxide (b,c), solid silica, or amine-
silica shells (d,e) also can be observed in micrographs. Fe3O4@PEI nanoparticles have been
successfully adsorbed on the surface of GO and GOCOOH by electrostatic self-assembly.
Moreover, compared to Fe30,@GO (magnetic core size 8.8 nm), Fe304@PEI are wrapped
more closely at the GOCOOH flake surface (core size 9.0 nm). Based on the core sizes, the
decoration process did not affect the average diameter concerning Fe3O,@PEI. The for-
mation of silica coatings significantly influences nanoparticle morphology, Fe30,@TMOS,
and FesO4@APTMS. In both cases, larger structures are formed (34.4 and 165.1 nm, respec-
tively), which may be explained by the occlusion of several Fe3O4 cores inside a single
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silica shell. On the other hand, coating MNPs with solid gold results in a slight increase in
diameter to 15.7 nm, and no significant agglomeration of nanoparticle cores were visible
(Figure 4f). The only nanoparticles with originally different core diameters are commercial
Fe304 nanoparticles (16.4 nm) shown in Figure 4g.

200nm

a) Fe:0.@PEI b) Fe:x0:@GO ) Fe:0.@GOCOOH

8.1+ 18 [nm] 8.8+20 [nm] 9.0+ 19 [nm]
d) FesOs@TMOS | e) FesOs@APTMS f) Fe:0:@Au

344+ 3.5 [nm] 165.1+2.7 [nm] 157 2.1 [nm]

g) bare Fe:Oy

164223 [nm]

200nm

Figure 4. Fragments of STEM images and average sizes of modified, Fe304@PEI-based magnetic
nanoparticles (a—f) and commercial MNPs without polymer shell (g) (the average of the measurement
results for at least 50 nanoparticles).

2.4. Compositional Analysis by Thermogravimetric Analysis (TGA)

Further characterization of the obtained core-shell nanoparticles in terms of stability
and composition involved thermogravimetric analysis. The obtained thermograms show
that the MNPs samples differ in thermal stability (Figure 5). TGA analysis shows that the
most stable samples are those covered with a solid layer of gold. The course of thermogram
of Fe30;@Au MNPs is similar to parallelly co-precipitated NPs using the same protocol
but without the addition of an external stabilizer (such NPs were not examined as nano
sorbents in this study and used only for comparative characterization). The nanoparticles
covered with a solid gold layer are characterized by the slightest loss of mass, indicating
a small contribution of organic matter in their structure. In the case of silane-coated NPs,
the oxidation temperature was lower than for the other samples. It can be concluded from
the course of the TGA curve that both types of silane coatings have entrapped a higher
amount of water than the other shell materials. APTMS-based coating exhibit the most
significant weight loss, demonstrating its lower stability compared to TMOS-based silica.
Slow oxidation of organic occlusions entrapped in a lattice of aminated silica is visible as
the mass loss curve, which does not flatten despite the increase in temperature up to 750 °C.
The significant mass loss is visible for MNPs modified with both graphene derivatives,
which proves a substantial contribution of organic matter in the final product. Among
the MNPs decorated with GO and GOCOOH, a minor loss is observed for the GOCOOH
sample. This may be due to the lower water content and a slight reduction of GOCOOH
compared to GO. A slight but noticeable weight loss (compared to unmodified MNPs) was
observed for PEI-coated MNPs, which proves the effective stabilization of Fe304@PEIL
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Figure 5. Thermograms of surface-modified magnetic nanoparticles. For comparison, a thermogram
of homemade, non-stabilized iron oxide nanoparticles is presented, where no stabilizer was added
during co-precipitation (solid orange line).

2.5. FT-IR Spectroscopy

The successful coating of Fe304 MNPs with various shells was also confirmed by
FT-IR spectroscopy. In Figure 6, the FT-IR spectra of modified nanoparticles are presented
and compared with the spectra of corresponding modifiers in a pure form. As can be easily
noticed, the spectra of surface-modified magnetic nanoparticles manifest the characteristic
bands derived from the related modifiers.

(a) Fe;0,@PEI vs. PE| (b)

Fe,0, without stabilizer

15 555 Fe,0,@Au

Fe;0,@GO vs. GO
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Figure 6. FT-IR absorption spectra of chosen nanoparticle types and corresponding surface modifiers
in a pure form: (a) Fe3O4 without stabilizer, Fe304@PEI and Fe304@Au, (b) Fe304@GO and pure
graphene oxide, (c) Fe304@silica and TMOS.

In all nanoparticle cases, the strong band derived from Fe-O is noticeable, around
500 cm ™!, characteristic of metal-oxygen bonds. Although Fe;O4@PEI nanoparticles have
been coated with a polymer, as evidenced by previous TGA and (-potential analysis, no
characteristic bands assigned to the PEI polymer bonds can be observed in Figure 6a. This
can be explained by a relatively thin molecular layer of ligands and thus their low amount
in the analyzed sample. Hence, Au and PEI-coated MNPs do not differ significantly in the
course of the spectrum from uncoated MNPs. On the other hand, clear bands corresponded
to GO or TMOS modifiers shown in Figure 6b,c may indicate a higher amount deposited
at the MNPs surface. Spectra of surface-modified magnetic nanoparticles show specific
bands in the exact wavenumber ranges as pure materials. For Fe;O4@silica, characteristic
bands of Si-O and Si-O-Si bonds are noticeable, which corresponds well to TMOS precursor
(except C-H bonds from methyl residuals) C-H. For Fe304@GO and GO, similar bands
assigned to C=0, C-O, and primary and secondary O-H bands, have also been identified.



Int. . Mol. Sci. 2022, 23, 8860

9 o0f22

The characteristic bands evidenced the presence of the carboxylate group: at ~1600 cm™1,
the band attributed to the vibration COO™ (v,s), and in the range 1300 em~1-1400 em ™,
the bands attributed to the vibrations COO™ (vs)— and CO (vs) + OCO (8). The bands
(COO~ (vs) are more leading for pure GO in removing Fe;0,@GO.

2.6. Analysis of the Nanoparticles Composition

The elemental and ICP-MS/MS analyses were employed to determine the content
of the nanoparticle’s main elementary components. As seen in Table 1, and as expected,
the dominant component element of MNPs is iron oxide, represented by the determined
iron and estimated oxygen contents (based on the Fe/O molar fraction for nanoparticles
without stabilizer). At the same time, the presence of different coatings was reflected by
the contributions of different hetero-elements. In the case of nanoparticles decorated with
organic coatings (PEI, GO, and GOCOOH), carbon was the dominant hetero-element. Due
to the presence of polyethyleneimine in all types of particles (except bare MNPs), a certain
proportion of nitrogen was observed, coming from the amine groups of the polymer. At the
same time, the GO and GOCOOH decorated nanoparticles have a significantly higher ratio
of carbon to nitrogen (4.11 for GO and 3.94 for GOCOOH, respectively) compared to PEI
coated NPs (1.35). The shells of Fe;04@TMOS and Fe304@APTMS MNPs turned out to be
much thicker than the remaining ones—the contribution of silicon atoms was in both cases
above 40% (w/w) and was higher than the iron content. The unmodified silica obtained
with TMOS coating was characterized by a low carbon and nitrogen content in contrast to
the APTMS coating, in which numerous w-aminopropyl residues have been trapped. The
significant gold coverage of Fe;04@Au magnetic nanoparticles was also confirmed. The
proportion of this element at 35.83% by mass is slightly lower than that of Fe as the main
core constituent (43.21%). The obtained results unequivocally confirm the modification
procedures’ effectiveness for all subjected to test nanoparticles.

Table 1. Calculated compositions of studied MNPs according to ICP-MS/MS and elemental analysis.

Nanoparticle Type % Fe in Core % O in Core % Dominant Hetero-Elements
Fe304@PEI 67.87 + 0.38 26.85 C-2.29 £ 0.01; N-1.70 £ 0.04
Fe30,@GO 61.96 + 0.22 24.62 C-6.62 & 0.08; N-1.61 + 0.08

Fe304@GOCOOH 60.83 +0.21 24.17 C-6.39 + 0.04; N-1.62 + 0.04

Fe30,@TMOS 3472+ 091 13.79 Si-40.94 + 0.46; C-0.56 = 0.06; N-1.09 + 0.02
Fe304@APTMS 26.19 + 0.68 10.40 Si-40.94 + 0.46; C-9.14 + 0.09; N-3.68 + 0.04
Fe304@Au 43214043 17.17 Au-35.83 + 0.21; C-1.31 + 0.02
Fe30y4 without stabilizer 7157 + 0.44 28.43 -

2.7. Standardization of Magnetic Nano Sorbents Concentration

The total iron content in MNPs samples was determined using the ICP-MS/MS
technique to standardize the dose of DNA nano sorbents taken into further tests. The
obtained iron concentrations were used to calculate the amount of MNPs unequivocally.
The idea was based on the assumption that all nanoparticle modifications were performed
by directly comparing the nucleic acid binding efficiency between variously modified
MNPs. As a result, the concentration of nanoparticles in all samples was unified to a
total Fe concentration of 72.96 £ 0.08 pug/mL (corresponding to the lowest concentration
of iron in the undiluted MNPs sample). Based on the above data, appropriate sample
solutions were prepared for further DNA adsorption and recovery studies to ensure the
same concentration of magnetic cores within all experiments.
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2.8. UV-Vis Absorption Spectra Analysis

The formation of surface coating usually entails a change in the optical properties of
MNPs, which results in increased ligand absorption and scattering of the core-shell type
structure. Absorption spectra shown in Figure 7 confirm the attachment of corresponding
ligands or the formation of solid shells on the surface of magnetic cores. A slight band
around 230-240 nm observed for Fe;0,@GO and Fe;0,@GOCOOH MNPs can be attributed
to 7-7* transitions in graphene structure [45]. On the other hand, Fe304@TMOS and
Fe304@APTMS MNPs show a high scattering, typical for larger structures [46]. In turn, the
significant absorption at approximately 520-550 nm by Fe30;,@Au MNPs can be explained
by the occurrence of surface plasmon resonance [47] (solid dark blue line). The results of
the UV-Vis spectra analysis are generally consistent with the conclusions of the STEM and
(-potential studies.
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Figure 7. UV-Vis spectra of nanoparticles (a) initial Fe304@PEI cores and graphene oxide derivatives-
decorated MNPs, (b) nanoparticles with solid shell (gold and silica/amine-silica). Spectra were
normalized to the maximum value.

2.9. Studies of DNA Interactions with Modified MINPs

For the quantitative evaluation of calf thymus DNA adsorption and desorption pro-
cesses, a spectrophotometric method based on the specific absorption wavelength of nucle-
obases at 260 nm was used [29]. The efficiency of the above steps was calculated as AA. It
refers to the ratio [%] of DNA amounts in media before adsorption and after nano sorbent
separation (Figure 8).

AO - A :b«ou extraction
AA = 5 100% 0.164 after nanosorbent separatio
Ay /4

where: b / "\..
AA - DNA adsorption ratio | 8§ "] /

[%] = ! A Y
Ao - absorbance of DNA g sl f

sample before its 2 / "x,'

extraction with MNPs < —/ i Y
A - absorbance of DNA 0.004 5

sample after nanosorbent 200 220 200 260 280 300 320

separation A [nm] ;

Figure 8. Procedure for evaluation of DNA adsorption efficiency on magnetic nano sorbents. Ab-
sorbance peak at 260 nm represents the DNA content in a sample before (dotted line) and after
magnetic separation (for better interpretation, obtained spectra were subjected to peak finding in
Origin software). The relative adsorption ratio (AA) is calculated using the given equation.

2.9.1. DNA Adsorption Studies

The efficiency of DNA adsorption can be influenced by several factors such as the
nanoparticle surface and ligand type (solid shell, branched polymer), its charge (cationic



Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, 8860

11 of 22

or anionic), and the concentration of nanoparticles or medium ionic strength. As we
standardized the concentration of nanoparticles in the sample, the primary influence on
the obtained results should originate only from the type of MNPs modification. This
allowed us to observe and compare the effect of surface coating on calf thymus DNA
interactions efficiency with modified MNPs. As the nanoparticle residuals in the analyzed
sample could influence the registered absorbance value (strong absorption in the UV range,
Figure 7), it was indispensable to provide their quantitative separation. Therefore, only
MNPs capable of rapid and complete separation were used for this study. Fe;0,@Au,
which expressed slow separation kinetics and low efficiency, were excluded. Nonetheless,
after the magnetic separation of all tested nanoparticles from the DNA solution, a significant
loss of absorbance at 260 nm was observed. This change manifests a relatively high DNA
binding capacity of prepared magnetic nano sorbents. In the case of cationic nano sorbent,
Fe304@PEI, a high adsorption ratio (represented by AA values near 99%) was observed
even in the medium of low ionic strength (Figure %a). Together with increasing the Na*™
or Mg?* concentration, this efficiency diminishes to even ~37% when calf thymus DNA
was dissolved in an aqueous solution containing 1M Mg?*. This can be explained that the
increase of the medium ionic strength can result in stronger DNA charge shielding, which
adversely affects the adsorption process due to the electrostatic attraction. The observed
results are in accordance with the postulated interaction mechanism, in which the positively
charged surface of nanoparticles attracts negatively charged DNA structure.

As shown in Figure 9¢,d, the opposite trend to Fe3O4@PEI in solution ionic strength
influence on the dsDNA adsorption can be observed for anionic nanoparticles decorated
with graphene oxide and its carboxy-derivative. In this case, the main driving force
for DNA adsorption is most likely 7-7t bonds formation with aromatic rings of carbon
nanomaterial surface. However, the negative charge present at its surface can efficiently
decrease nucleic acid attraction and adsorption. Nonetheless, a high concentration of
cations in a binding medium can reduce the Debye Length of carbon nanomaterials. Its
effectively attenuates electrostatic repulsion between DNA and nanoparticles. As observed,
the adsorption efficiency increases when the medium ionic strength increase, from 32 to 96%
for Fe304GO and 22 to 99% for Fe;0;@GOCOOH (Figure 9¢c,d). At a salt (Na* and Mg2+)
concentration of 0.5 M, both nanoparticle types showed almost quantitative adsorption
of DNA, while the adsorption efficiency in water was significantly lower, approximating
30% for Fe30,@GO and 20% for Fe30,@GOCOOH. It may be explained by the slight
difference in surface charge density (see (-potential studies) of both GO derivatives. As was
mentioned above, the dominant mechanism for DNA adsorption on graphene oxide (and
its derivative) is hydrophobic 7--7 stacking between aromatic rings. However, the hydrogen
bond formation and donor-acceptor interactions (between oxygen-bearing moieties of GO
and DNA nucleobases) should also be considered. In this point of view, GOCOOH provides
oxygen functional groups that most likely can additionally interact with DNA (slightly
lower adsorption efficiency in water).

In the case of silica-coated nanoparticles, both with positive (Fe304@APTMS) and
negative (Fe304@TMOS) surface charge, a moderate ability to DNA binding (not exceeding
58% for Fe304@APTMS and 47% for Fe;04,@TMOS) was observed (Figure 9e,f). Moreover,
for the above efficiency, the ionic strength of the solution was of rather limited influence.
We expect that the higher the magnetic core agglomeration during their modification, the
smaller the specific surface area available further for DNA adsorption of such nanoparticles,
especially versus those where the cores agglomeration was not observed. Therefore we
can note weaker adsorption efficiency for large, multi-core MNPs nanostructures coated
with silica and amino-silica. The above observations can be explained because the formed,
modified magnetic nanoparticles are multi-core constructs (Figure 4e,f). For this reason, the
overall specific area available for DNA adsorption for Fe;0,@APTMS and Fe;0,@TMOS
nanoparticles is highly reduced compared to other investigated single-core MNPs. The last
investigated nano sorbent, commercial non-encapsulated nanoparticles, distinguishes the
most significant sensitivity to the composition of the adsorption medium—a strong positive
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effect of divalent cations can be noticed (adsorption ratio increase from 54% for 0 M to 98%
for 1 M MgClp). However, what s of particular interest in the case of monovalent cations,
adsorption decreases with increasing ionic strength (from 0 M to 1 M NaCl) (Figure 9b).
As there is no precise information from the manufacturer regarding nanoparticle surface
composition, the obtained results can be explained by the hydration or anion association
on the Fe3Oy surface, which gained an anionic and polar character.
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Figure 9. Effect of salt concentration and cation valency (Na*—blue bars, MgZ*—red bars) on the
adsorption ratio of calf thymus DNA (AA) on various types of Fe3O4-based magnetic nano sorbent.
Extraction medium composition is an essential factor in DNA binding and subsequent elution from
the surface of magnetic nanoparticles. Inefficient adsorption of nucleic acids on nanoparticles may
result from electrostatic repulsion between negatively charged nucleic acids and several types of
examined nanoparticles. This prompted us to increase the ionic strength of the adsorption medium.
The main driving force behind DNA adsorption is the high concentration of ions that reduce the
Debye length in the binding solution. This cause effectively shields negative charges and intensely
weakens the repulsive electrostatic forces between DNA and nanoparticles.

In general, the DNA extraction efficiency within this study may be influenced by
factors such as (i) nanoparticle active surface area—long DNA chains may have a problem
attaching to a nanoparticle with very small size; (ii) surface charge—DNA binding by
cationic nanoparticle can be driven by electrostatic interactions; (iii) dispersion—the real
surface area of MNPs per concentration unit may vary after modification with different
coatings, e.g., multi-core particles or their aggregates; (iv) surface coatings types, like in the
case of graphene oxide and possible 77-7 interactions with DNA.

Because of magnetic core concentration standardization in our study, the dominant
factor influencing the extraction efficiency is the type of Fe3Oy4 surface coating, its charge,
expressing possible interactions, and dispersion degree. The effect of surface charge is visi-
ble in the example of cationic nanoparticles coated with polyethyleneimine (characterized
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by very good adsorption due to electrostatic attraction of anionic DNA backbones). On the
other hand, multi-core and aminated silica-coated MNPs are characterized by a poor DNA
extraction efficiency due to the limited surface area available for adsorption.

Na* and Mg?* ions influence both binding and desorption processes. Their presence
is associated with ion bridging and charge screening during the interaction of DNA and
nanoparticle surface. On the other hand, during the desorption process of nucleic acids
from modified MNPs, their complexation by EDTA may play a significant role.

29.2. Effect of EDTA Concentration on the Obtained Reliability of UV-Vis Results

Magnetic nanoparticles are investigated from the point of view of their application for
nucleic acid adsorption, extraction, and its further desorption back to the solution. Both these
steps, adsorption and desorption, take place in different environments. Typically, buffered
and slightly alkaline media (pH~8.0) containing salt and chelating agents should be used
for DNA desorption from nanoparticles [26,37]. The most common chelating agent is EDTA,
while there are some discrepancies in the literature regarding its appropriate concentration,
where typically 0.1-10 mM is used [26,37,48,49]. Moreover, the presence of EDTA in the
desorption medium can have pros and cons. Apart from inhibiting nucleic acids restriction
enzymes (DNases, RNases) and facilitating nucleic acid desorption (destabilization of
coordination bonds and salt bridging), it can also negatively influence the amplification
efficiency of nucleic acids. This was a motivation to initially use EDTA in a desorption
medium at 1 mM. However, it had to be diminished even to 0.1 mM. Figure 10 shows the
influence of EDTA concentration in desorption media on obtained results (for Fe;O,@PEI
nanoparticles as an example). Moreover, the UV-Vis spectra of desorption buffer with two
different EDTA concentrations and formed complex of EDTA with Fe>* are presented.
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Figure 10. (a) The calculated theoretical amount of DNA in desorption media (blue bars) with
different EDTA content after incubation with Fe304@PEI MNPs. Orange bars—signal obtained at
adsorption step, blue bars—at desorption step. (b) Influence of the presence of iron(II) ion on the
UV-Vis absorption spectra of individual desorption media with different EDTA concentrations.
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First experiments using 10 mM TRIS-HCl of pH 8.0 and 1 mM EDTA as desorption me-
dia resulted in unexpectedly high DNA recovery (%), indicating the increase in nucleic acid
concentration in the solution after its adsorption and desorption steps (Figure 10a). These
repeated results raised doubts about the validity of the spectrophotometric method of DNA
concentration determination in the desorption procedures [29,50]. Similar experiments
for all nanoparticles without initially adsorbed calf thymus DNA showed a significant
increase in UV-Vis absorbance for 260 nm. This confirmed that EDTA in the concentration
of 1 mM has a crucial impact on the accuracy of desorption process evaluation using the
established UV-Vis method. The reason was probably related to EDTA-induced stripping
of Fe3* from the magnetite core. The effect was additionally confirmed on UV-Vis spectra
registered for 10 mM TRIS-HCI of pH 8.0 with EDTA (1 mM or 0.1 mM) solution with or
without the addition of 100 uM FeCl; (Figure 10b). As clearly seen, EDTA forms a complex
with Fe3* ion with a strong absorption band at around 260 nm (analytical wavelength in
desorption analysis). Notably, a 10-fold decrease of the chelating agent concentration (to
0.1 mM) thoroughly eliminated its interference considering all types of MNPs (Figure 8a,
Fe304@PEI as example). The background absorbance of supernatants was negligible, only
slightly more significant than in the case of the complete absence of EDTA in the desorption
medium. Therefore, for further studies on the DNA extraction process, TRIS buffer with
0.1 mM EDTA was used [50]. Such concentration seems to be a trade-off between ensuring
the stability of the nucleic acid during the extraction process (by inhibiting nucleases) and
suppressing interferences during spectrophotometric DNA determination.

2.9.3. DNA Desorption and Recovery Studies

The final step of the presented investigations covers evaluating the calf thymus DNA
recovery from the surface of the analyzed nanoparticles. UV-Vis spectra registered for
solution (optimized as described above) after desorption and magnetic separation of
nanoparticles enabled the assessment of DNA recovery concerning the amount of DNA
adsorbed (100%) on nanoparticles (Figure 11). The desorption process was examined
in various conditions, starting from mild (room temperature, short, 5-min incubation),
gradually moving to more drastic (30-min incubation at 70 °C).
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Figure 11. DNA recovery ratios obtained at individual desorption steps. Left column—adsorption
recoveries carried out in a solution containing Na* cation, right column—Mg2* cation. Insets show
the cumulative recoveries obtained for each magnetic nano sorbent under defined DNA adsorption
conditions (salt concentration).

The 3D graphs presented in Figure 11 show the DNA recovery ratios at its individual
desorption stages (Z-axis) versus different ionic strengths of the adsorption media (X-axis).



Int. ]. Mol. Sci. 2022, 23, 8860

15 of 22

The desorption studies were carried out for nanoparticles used in adsorption experiments
in media of various ionic strengths. The cumulative desorption efficiencies for individual
media with different salt contents are presented as corresponding insets in Figure 11.

The mono- and divalent cations (Na* and Mg?*) influence several factors during DNA
interaction with surfaces, e.g., charge screening, interactions with DNA backbone, dsDNA
structure stabilization, or with chelating agents. These result from valence, polarizability,
and EDTA chelating capacity differences. The DNA sugar-phosphate backbone shows a
strongly anionic character in media with a pH close to neutral. Moreover, investigated
surfaces express different charges, positive or negative. Multivalent electrolytes, in partic-
ular magnesium, are the most effective in charge screening and formation of salt bridges
between adjacent anions [51,52]. Monovalent cations can bind to the DNA backbone as
counterions neutralize the negatively charged DNA surface without bridging [53]. Cations’
co-adsorption facilitates DNA binding on the modified surfaces, which also possess a
negative charge [54]. It was observed that in the case of the electrostatic mechanism of
DNA interaction with cationic nanoparticles (Fe3O4@PEI and FesO4@APTMS), the ben-
eficial effect of magnesium ions is more visible than for nanoparticles characterized by
negative surface charge (lack of desorption in 1 M NaCl and 68% and 34% in 1 M MgCl,,
respectively). In previously published works, it has been confirmed that the divalent ions
support the formation of dense and more rigid DNA adsorbates due to the increased charge
shielding and salt-bridging effect [51]. What is more, the facility of Mg?* ion chelation by
EDTA may favor the degradation of nanoparticle-DNA assemblies at the desorption step.
Similarly, silica-coated nanoparticles exhibit slightly better DNA recoveries (from 0 to 42%
for Fe30,@APTMS and from 0 to 67% for Fe;04,@TMOS, respectively) when co-adsorbed
with magnesium ions, which is consistent with a few reports in which both flat surfaces
and SiO,-coated nano sorbents were examined [52,55].

Nanoparticles decorated with graphene derivatives (GO and GOCOOH), which in-
teract with DNA primarily by attracting aromatic rings or donor-acceptor bonds, exhibit
substantially different behavior in the DNA desorption process. In their case, magnesium
ion did not promote DNA release. Additionally, significantly better DN A recovery ratios
(up to 52% for Fe30,@GOCOOH and from 0 to 78% for Fez;04@GO) can be observed
in more aggressive desorption conditions (long desorption times, elevated temperature),
which indicates possibly slower desorption kinetics. A slight, beneficial effect of GO car-
boxylation on DNA desorption was also observed, presumably related to the increased
content of polar, oxygen-containing groups available for hydrogen bonding. Commercial
nanoparticles with larger diameters and without an additional shell should be considered
separately. For such MNPs, the anionic and polar character of the surface is determined
by the presence of hydroxyl groups and anions adsorbed on the bare Fe3Oy surface. The
results obtained for these nanoparticles, e.g., relatively low DNA recoveries and good effi-
ciency of its uptake, indicate a high nanomaterial affinity to DNA, resulting in its hindered
desorption. Detailed results of cumulative desorption efficiencies (Insets in Figure 11)
confirm the need for individual selection of optimal desorption parameters for each type of
nanoparticle used as a DNA nano sorbent.

3. Materials and Methods
3.1. Reagents

Iron(I1I) chloride hexahydrate (FeClz-6H,0), iron(Il) chloride tetrahydrate (FeCl,-4H,0),
25% ammonium hydroxide (NH4OH), branched polyethyleneimine (PEI) My, = 25 kDa, hy-
drochloric acid (HCl), sodium hydroxide (NaOH), 96% ethanol (C;HsOH), tetramethyl or-
thosilicate (TMOS), sodium borohydride (NaBHy), gold(Il) chloride trihydrate (HAuCly-3H,0),
sodium citrate dihydrate (Na3Cs HsO;-2H,0), citric acid (HOC(COOH)(CH,COOH),), hydroxy-
lamine hydrochloride (NHOH-HCI), hydrochloric acid (=>37%) and nitric acid (>69.0%)—both
for trace analysis, deoxyribonucleic acid from calf thymus, sodium chloride (NaCl), magne-
sium chloride hexahydrate (MgCly-6H,0), Trizma base (TRIS, NH,C(CH,OH); and ethylene-
diaminetetraacetic acid (EDTA, (HO,CCH,), NCH,CH,;N(CH,CO,H),) were purchased from
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Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 3-aminopropyl)trimethoxysilane (APTMS) was from Alfa
Aesar (Haverhill, MA, USA). Graphene oxide (GO) was prepared by oxidation of natural graphite
according to Hummer’s method [56] as described previously by Ziétkowski [45]. Carboxylated
graphene oxide (GOCOOH) was prepared based on the methodology described by Song [57].
Iron(ILIII) oxide nanoparticles suspension without polymer stabilizer, dispersed in water at
3 wt.%—further referred to as commercial Fe;0; MNPs) was from PlasmaChem GmbH (Berlin,
Germany). Iron, gold, and yttrium standard solutions were purchased from ULTRA Scientific,
Inc (North Kingstown, RI, USA). High-purity water was produced by an Elix Water Purification
system (Millipore, Molsheim, France) and used throughout this work.

3.2. Synthesis of Surface-Functionalized Magnetic Nanoparticles

In order to obtain a family of magnetic nanoparticles with various surface modifica-
tions, in the first stage Fe3O4@PEI nanoparticles were obtained by co-precipitation and
then subjected to surface functionalization. Details of the experimental procedures are
given in sections from Section 3.2.1. to Section 3.2.4, and the amounts of reagents used are

summarized in Table 2.

Table 2. Summary of the amounts of reagents used in the synthesis of nanoparticles.

Reagent Weight/Volume Used Amount [molar]
Y . FeCl3-6H,O 4886 g 18.07 mmol
% g FeCl,-4H,O 2982 ¢ 15 mmol
% ‘mé NH3-H;O (core synthesis) 15 mL (25%) 218 mmol
& PEI 20 mL (20 mg/mL) 16 pmol
§ Fe30,@PEI MNPs 5 mL (ODsgg = 1.5) = 4.612 pg/mL © ll:f‘ilr;‘; “”:SS
g %O GO 5 mL (10 mg/mL) © “ﬁi‘“ s
g unknown
] GOCOOH 5mL (10 mg/mL) © i"‘ni';‘; mass
i Fe304@PEI MNPs 150 mL (OD3gy = 1.5) = 4.612 pug/mL e ll:’lni'na; :V“:SS
g "g NH3-H,O (silica coating synthesis) 6 mL (25%) 87.2 mmol
E é TMOS (silica coating) 600 uL 4.07 mmol
ﬁ ':;;; TMOS (amine- silica coating) 450 uL 3.06 mmol
APTMS 150 uL 0.64 mmol
Fe; O, @PEI MNPs 80 mL (OD3g9 = 1.5) = 4.612 pug/mL e li"lnil::“fvn:ss
w0 HAuCly-3H, O (Au-seeds) 10 mL (1 %) 0.25 mmol
£ Na3CgH5057-2H,0 20 mL (38.8 M) 77.60 pmol
§ NaBHy 4.5 mL (0.075%) 89.21 umol
< NaOH 250 mL (10 mM) 25.00 mmol
HAuCly-3H>O (Au-coating) 100 pL (10 mM) 1 pmol
NH,OH-HCl 100 L (30 mM) 3 pumol

3.2.1. Fe304@PEI Magnetic Cores

Synthesis of iron(ILIII) oxide nanoparticles was carried out using the modified co-
precipitation method described by Zhou et al. using PEI as stabilizing ligand instead of
sodium citrate [41]. The reaction was carried out at 90 °C under a nitrogen atmosphere
with mechanical stirring at 2000 rpm. 4.886 g FeCl3-6H,0 and 2.982 g FeCl,-4H,0 were
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dissolved in 120 mL of water, and then 15 mL of a 25% ammonium hydroxide was quickly
added. After 10 min, 20 mL of PEI aqueous solution (20 mg/mL) was injected. The
stirring was carried out for the next 2 h. Then, the previously cooled suspension of Fe3Oy
nanoparticles was washed five times by magnetic decantation, and the purified MNPs were
reconstituted in 500 mL ultrapure water. For the separation of nanoparticles, cylindrical
neodymium magnet (d = 70 mm, H = 50 mm) N42 was used. Magnetic nanoparticles
coated with hyperbranched PEI were subjected to surface modification or used as obtained.
A stock solution of Fe3O4@PEI nanoparticles with an optical density of ODsgy = 1.5 in
suitable solvents was used for further steps. MNPs without stabilizer (used for comparative
purposes) were synthesized according to the same protocol but without the addition of PEL

3.2.2. GO and GO-COOH-Decorated Fe;0,

The procedures of decorating iron oxide(ILIII) nanoparticles with GO and GOCOOH
were carried out analogously. After 15 min sonication, 5 mL of Fe304 MNPs suspension
(OD3gp = 1.5) was added to 5 mL of GO/GOCOOH (10 mg/mL), and the whole mixture
was magnetically stirred for 30 min. Then the nanoparticles were washed three times by
magnetic decantation.

3.2.3. Silica and Amine-Silica Coated Fe;0y

Silica-coated nanoparticles were prepared by the Storber method according to the mod-
ified procedure described by Z. Zhao [58]. Then, 150 mL of PEI-coated MNPs suspension
(OD3gp = 1.5) in anhydrous ethanol, 7.5 mL of deionized water, and 6 mL of ammonium
hydroxide solution were mixed and sonicated for 30 min. 600 uL of TMOS was added into
the mixture (in portions of 100 uL, with 10 min intervals of sonication) and vigorously stirred
for the next 4 h at room temperature to allow the formation of silica layers. The obtained
nanoparticles were washed three times by magnetic separation. To obtain nanoparticles
coated with amine-silica, the mixture of TMOS and APTMS (3:1, v/v), instead of pure TMOS,
was used, while the rest of the preparation procedure remained the same.

3.2.4. Fe30,@Au Core-Shell Nanoparticles

Synthesis of spherical gold nanoparticles (Au seeds) was carried out with NaBHy
reduction of Au(Ill) using the method described by Brown et al. [59]. 10 mL 1% HAuCly
solution and 900 mL of H,O were stirred magnetically. After 5 min, 20 mL of 38.8 M
sodium citrate was added, followed by 4.5 mL of freshly prepared 0.075% NaBHy4. The
Au colloid solution was stirred for another 10 min. To prepare Fe3O,@PEI decorated with
Au seeds, to 150 mL of Au nanoparticle’s suspension, 80 mL of a stock PEI-coated MNPs
solution was added dropwise. The mixture was stirred for the next 4 h at room temperature.
Washing was performed by magnetic decantation using 0.5 mM Na/citrate buffer pH 5.5.
Then nanoparticles were suspended in 10 mM 250 mL NaOH for further Au deposition.
To obtain Fe30,@Au core-shell nanoparticles, a solid gold coating was deposited on the
nanoparticles previously decorated with gold seeds by hydroxylamine-mediated HAuCly
reduction. Au seeds-decorated FesO4@PEI, 100 pL of 10 mM HAuCly, and 100 puL of 30 mM
NH>OH-HCI were added in 4 portions each at 3-min intervals with continuous stirring.

3.3. Nanoparticles Characterization
3.3.1. Characterization of the Morphology, Magnetic and Surface Properties of MNPs

The magnetic properties of powdered MNPs samples were characterized by the
SQUID vibrating sample magnetometer (QD-VSM) (Quantum Design). The suspension
of nanoparticles was dried into powder form by magnetic collection, followed by drying
the residual in a laboratory dryer at 60 °C until a stable mass of nanoparticle powder
was obtained. The hysteresis loops were recorded at the varying magnetic field between
—2.0 and +2.0 T at a constant temperature of 300 K stabilized to 0.02 K accuracy. For
all types of nanomaterials, UV-Vis absorption spectra were recorded using a Lambda
25 spectrophotometer (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) and quartz microcuvette with a
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1 cm pathlength (Hellma Analytics) in the range of 190-900 nm. (-potential of modified
MNPs was measured by Zetasizer Nano ZS instrument (Malvern, UK) in disposable
polystyrene cuvettes and dip cells with Pd electrodes. All {-potential measurements
were carried out in three repetitions. BF- STEM nanoparticle micrographs were taken
using Hitachi SU8230 ultra-high resolution field emission scanning-transmission electron
microscope (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan) at 30.0 kV accelerating
voltage. Copper TEM grids coated with Lacey carbon film were, before observation,
immersed in aqueous suspensions of MNPs and dried in ambient conditions.

3.3.2. Determination of Total Iron Concentration in MNPs Samples

MNPs samples were homogenized (1 h of ultrasound bath) and digested using aqua re-
gia in a Speedwave Four microwave-assisted digestion system (Berghof, Eningen, Germany)
for 30 min at increased temperature (from 50 to 240 °C) and pressure (from 10 to 50 bar)
with yttrium as internal standard (10 pug/L final concentration). The concentration of iron in
samples was determined using an inductively coupled plasma tandem mass spectrometer
working as an element-specific detector. The Agilent 8900 ICP Triple Quadrupole Mass
Spectrometer (Tokyo, Japan) was equipped with a 2.5 mm quartz torch and the Pt-cones
in the interface. The position of the torch and the nebulizer gas flow were adjusted daily,
with emphasis paid to the increase the signal-to-noise ratio using a 1 ug/L solution of Co,
Y, and Tlin 2% (v/v) HNO; and 2% (v/v) HNOj3, respectively. The RF power was 1550 W,
nebulizer gas flow—1.09 L /min, reaction gas flow (hydrogen in ICP-MS/MS)—5.5 mL /min.
The total concentrations of selected metal were calculated as a result of monitoring the
mass/charge ratios 56 (*Fe), registered in the on-mass mode after the production in plasma
and collision-reaction cell of singly-positively charged ions, and normalization (*?Y) after
daily external calibration against 10-point calibration lines (0-500 ug/L, R2 > 0.9998).

3.3.3. Qualitative and Quantitative Characterization of Various MNPs Surface Coatings

FTIR measurements were carried out in Attenuated Total Reflectance (ATR) mode
using the Nicolet iS10 apparatus with an adapter equipped with a diamond crystal (Thermo
Scientific). Measurements were carried out in the mid-infrared range (500-4000 cm 1) us-
ing: (i) solid samples of nanoparticle powders and (ii) surface modifiers in their pure form.
Thermogravimetric analysis (TGA) was carried out using a TGA/DSC3+ thermogravime-
ter (Mettler Toledo) at a temperature increment 10 °C/min in a temperature window of
25-750 °C and air flow rate 60 mL/min. The total content of C, H, and N elements in modi-
fied MNPs was measured using a Vario EL Il analyzer with a thermal conductivity detector
(Elementar, Langenselbold, Germany) by the accurate weighting of the solid sample and its
burning in oxygen at 1150 °C in a dynamic system. Fe, Au, and Si content in solid MNPs
was established using the ICP-MS/MS technique, analogically to the methodology pre-
sented above (see Section 3.3.2; monitored isotopes: 28Si, 5°Fe, 19 Au at on-mass mode), but
solid samples before digestion were accurately weighted. The oxygen content in the cores
of surface-modified MNPs was estimated using the molar ratio of Fe/O in the synthesized
bare MNP as the rest types of the nanomaterials were formed based on such cores (with
specific FeO/Fe,O3 ratio).

3.4. Studies on DNA Interactions with Different MNPs Surfaces

To evaluate the efficiency of the DNA adsorption by various magnetic nanoparticles,
200 uL of DNA solutions (0.0786 mg/mL) in media of different salt content: 0.2,0.5,and 1 M
NaCl or MgCl, were prepared. Then, 100 uL of the above solution was mixed with 100 uL
aqueous dispersion of magnetic nanoparticles. After 5 min of incubation, the nanosorbent
was magnetically collected until the complete separation of nanoparticles was observed.
The clear, colorless solution over a precipitate of nanoparticles was taken. In most cases,
a separation process was accomplished within less than 1 min, except for nanoparticles
Fe30,4@Au, for which at least 2 min were needed. Then, 150 uL of supernatant was taken
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and placed in a quartz microcuvette in a Lambda 25 spectrophotometer (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). Then, an absorption spectrum in the 200-350 nm range was captured.

The process of nucleic acids desorption with magnetic nanoparticles was also carried
out. Unless otherwise stated, previously separated nanoparticles with adsorbed DNA
were suspended in 300 uL of TRIS-EDTA (10 mM TRIS and 0.1 mM EDTA, pH 8). Then
the mixture was sonicated for 30 s, left on the magnet to separate nanoparticles, and the
supernatant was collected for UV absorption spectrum measurement. The influence of
the desorption step duration was examined. For this purpose, 100 uL of the TRIS-EDTA
buffer was added to the nanoparticles and left for 30 min. Then, the nanoparticles were
separated using a magnet and discarded. Moreover, the influence of temperature on the
desorption process was examined. For this purpose, 100 uL of the TRIS-EDTA buffer
with nanoparticles was placed in an incubator (Memmert, Biichenbach, Germany) for
30 min at 70 °C. To determine the DNA amount in samples after the adsorption/desorption
step, the absorption coefficient was calculated, 2.26 (ug/ uL)~1.em™1, based on absorbance
intensities of the standard curve. The total volumes of adsorption and desorption media
(used for calculating total DNA content) were 200 uL and 800 uL, respectively.

4. Conclusions

The presented studies carried out a comprehensive, comparative analysis of the impact
of Fe304 nanoparticles’ surface modification on their physicochemical properties and DNA
binding ability and recovery. A new approach to the co-precipitation method using PEI
as a capping agent allowed us to obtain good-quality cationic nanoparticles covered with
PEI in a one-step synthesis. The core-shell type nanoparticles synthesized in this way
show good stability and shell-dependent magnetism (within limits 44.6-76.8 emu/g Fe,
the best for FesOs@APTMS), which allowed them to be used as DNA nano sorbents.
The efficiency of surface coating for all MNP types was qualitatively and quantitatively
characterized by a combination of TGA, FTIR, ICP-MS/MS, and elemental analysis. Thanks
to different interaction mechanisms with DNA, their capacity for reversible DNA binding
was characterized. Comprehensive characterization of their morphology, composition, and
surface properties has proven effective modification with PEI ligands, Au solid coating,
silica, amine-silica, and GO/ carboxylated GO decorations.

Among the examined nanoparticles, the most efficient in adsorption are Fe304@PEI
(near 99%), characterized by the electrostatic mechanism of DNA attraction. The most
efficient in desorption are Fe30,@GOCOOH (near 78%), characterized by the hydrophobic
and hydrogen bond-derived mechanism of DNA attraction. The significant influence of
the ionic strength and valence of the extraction medium cation (Na* and Mg?*) on DNA
binding and recovery for the selected nanoparticle types was demonstrated. Based on
studies of the desorption process under various conditions, it was concluded that individual
selection of desorption conditions for each nanoparticle type is required to obtain high
DNA recovery. During the research, it was also found that high EDTA concentration in
the medium adversely affects the desorption process and acts as a potential source of
interferences during spectrophotometric DNA determination due to iron(IIl) stripping from
MNPs (inducing nanoparticles degradation). Therefore, a medium containing 0.1 mM EDTA
was chosen for desorption process investigation in the presented research. These studies
drive a new preparation protocol, which should be implemented during the effective design
of new magnetic nano sorbents to rapidly isolate nucleic acids from complex samples.
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Udzielone patenty

1. Numer zgloszenia: P. 448520 - “Sekwencja aptamerowa DNA, sposdéb wytwarzania
elektrochemicznego czujnika aptamerowego ja zawierajacego, Sposob pomiaru stezenia jondw

metali i elektrochemiczny czujnik aptamerowy”.
Udzial w projektach badawczych

1. SARS-CoV-2 diagnostics based on electrochemical genosensors, IDUB Against
COVID, ,Inicjatywa Doskonalosci — Uczelnia Badawcza” (IDUB), 2020/2022,

Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska — wykonawca.
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. Materialy biopolimerowe o programowanej chemicznie i genetycznie selektywnosci do
metali cigzkich dla ultraczutych biosensoréw nowej generacji, Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju (NCBIiR) w ramach strategicznego programu badan naukowych i prac
rozwojowych Nowoczesne technologie materiatowe - TECHMATSTRATEG
111/0042/2019-00, 2021/2024, Wydzial Chemiczny, Politechnika Warszawska —
wykonawca/ chemik.

. Elektrochemiczne biosensory DNA wykorzystujace multifunkcjonalne nanoczgstki
magnetyczno-katalityczne w detekcji biomarkerow genetycznych chorob zakaznych
i zagrozen S$rodowiskowych, Young PW, ,Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza” (IDUB), 2023/2025, Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska —
wnioskodawca 1 gldéwny wykonawca.

. European integration of new technologies and social-economic solutions for increasing
consumer trust and engagement in seafood products (FishEUTrust), HORIZON-CL6-
2021-FARM2FORK-01-10; nr.1060712, 2022/2026, Department of Chemistry,
University of Florence — wykonawca.

. Wielopolowy elektrochemiczny czujnik DNA dedykowany jednoczesnemu
wykrywaniu produktéw reakcji powielania kwaséw nukleinowych w trybie multiplex
na przyktadzie genéw opornosci na antybiotyki wielooporowych szczepow
bakteryjnych, LIDER POB BIB, 2023/2025, Wydzial Chemiczny, Politechnika
Warszawska — wykonawca/ asystent badawczy.
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Politechnika Warszawska — wykonawca.

. Eliminacja ograniczen rozpoznawania molekularnego w elektrochemicznych DNA-
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2024/53/N/ST4/03840, 2025/2028, Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska —

kierownik.
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Udzial w konferencjach krajowych i zagranicznych

1.

A. Szymczyk*, R. Ziotkowski, M. Drozd, E. Malinowska, Modifications of magnetic

nanoparticles suitable for nucleic acids extraction, National Scientific Conference
., Knowledge — Key to Success” — 5th edition, online, 23/01/2021- prezentacja ustna.
A. Szymczyk*, R. Zidtkowski, M. Drozd, E. Malinowska, Application of modified

magnetic nanoparticles in modern molecular medical diagnostics, XIII Ogolnokrajowa
Konferencja Naukowa- Mtodzi Naukowcy w Polsce- Badania i Rozwdj, online,
22/03/2021 - prezentacja ustna.

A. Szymczyk*, R. Zidtkowski, M. Drozd, E. Malinowska, Investigations on nucleic

acids extraction from biological samples with modified magnetic nanoparticles, 9"
European Young Engineers Conference, on-line, 19/04/2021 - 21/04/2021- prezentacja
ustna.

A. Szymczyk*, R. Ziotkowski, M. Drozd, E. Malinowska, Modified magnetic

nanoparticles in nucleic acids extraction, 28th International Biodetection Technologies

Conference, online, 17/06/2021 - 18/06/2021 - prezentacja posteru.

. A. Szymczyk*, K. Soliwodzka, M. Moskal, K. Rézanowski, R. Zidtkowski, Influence

of electrode blocking agents on the stem-loop based electrochemical DNA sensor
parameters, ChemSession’21- XVII Warszawskie Seminarium Doktorantow Chemikow,

online, 24/09/2021 - prezentacja posteru.

. A. Szymczyk*, K. Soliwodzka, M. Moskal, K. Rozanowski, R. Ziotkowski, In-depth

insight into the possible influence of electrode blocking agents on the stem-loop based
electrochemical DNA sensor parameters, 7th International Conference on Bio Sensing
Technology, Sitges, Hiszpania, 22/05/2022 - 25/05/2022 - prezentacja posteru.

A. Szymczyk*, R. Zidtkowski, A. Joniak, A. Kramarska, J. Kawalec, E. Malinowska,

Electrochemical detection of SARS-CoV-2 genetic markers using DNA biosensor based
on stem—loop probe, 9th International Symposium on Sensor Science, Warszawa,
Polska, 20/06/2022 - 22/06/2022 - prezentacja posteru.

A. Szymczyk*, R. Zidtkowski, A. Joniak, A. Kramarska, J. Kawalec, E. Malinowska,

New compositions of electrochemical DNA biosensors receptor layers for fast and
sensitive detection of SARS-CoV-2 biomarkers, 3rd MMCS: Shaping Medicinal
Chemistry for the New Decade, Rzym, Wtochy, 27/07/2022 - 29/07/2022 - prezentacja

posteru.
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A. Szymczyk*, M. Popiotek, M. Olszewski, R. Zidtkowski, E. Malinowska, Practical

aspects and challenges in the design of electrochemical, hairpin-based DNA biosensors
for rapid detection of mercury ion, Pittcon 2023, Filadelfia, Stany Zjednoczone,
18/03/2023 -22/03/2023 - prezentacja posteru.

A. Szymczyk*, M. Olszewski, R. Zidtkowski, E. Malinowska, Practical and

mechanistic aspects of mercury —polythymine aptamer interaction in the design of an
electrochemical DNA biosensor, 20th International Conference on Nanosciences &
Nanotechnologies, Saloniki, Grecja, 04/07/2023 - 07/07/2023 - prezentacja ustna.

A. Szymcezyk*, M. Olszewski, R. Ziotkowski, E. Malinowska, Practical and mechanistic
aspects of mercury — polythymine aptamer interaction in the design of an
electrochemical DNA biosensor, Label-free electrochemical DNA biosensor to mercury
ions detection, 20th International Conference on Nanosciences & Nanotechnologies,
Saloniki, Grecja, 04/07/2023 - 07/07/2023 - prezentacja posteru.

A. Szymczyk*, M. Drozd, M. Olszewski, R. Ziotkowski, E. Malinowska, A label-free

insight into the molecular aspects of electrochemical DNA sensors for mercury ion
detection, EuroAnalysis 2023, Genewa, Szwajcaria, 27/08/2023 - 31/08/2023 -
prezentacja posteru.

A. Szymczyk*, M. Drozd, R. Ziotkowski, E. Malinowska, SPR studies of the impact of
mercury(Il) on DNA duplex formation - towards novel applications in nanoparticle-
based Hg?" biosensing, The 4th International Electronic Conference on Biosensors
(IECB 2024), online, 20/05/2024 - 22/05/2024 - prezentacja posteru.

A. Szymczyk-Drozd*, M. Drozd, R. Ziotkowski, E. Malinowska, Novel mechanisms in

DNA-based biosensing compatible with magnetic-catalytic nanoparticles for detecting
Hg*" and viral genetic biomarkers, XXIII Conference on Sensors and Microsystems
(AISEM 2025), Trydent, Wtochy, 11/02/2025 - 14/02/2025 - prezentacja posteru.

A. Szymczyk-Drozd*, M. Drozd, R. Zidtkowski, E. Malinowska, DNA-decorated

magneto-catalytic nanoparticles as bifunctional nanosorbents and nanozyme labels for
electrochemical biosensing, 8th International Conference on Multifunctional, Hybrid
and Nanomaterials, Montpellier, Francja, 03/03/2025 — 06/03/2025 - prezentacja

posteru.
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Wspolautorstwo wystapien na konferencjach krajowych i zagranicznych

1.

A. Szymcezyk, R. Ziotkowski, M. Jarczewska, M. Olszewski and E. Malinowska*,
Nucleic acids based approach in electrochemical detection of metal ions, AnalytiX-23,
Osaka, Japonia, 17/05/2023 -19/05/2023.

M. Jarczewska*, J. Zajda, R. Ziotkowski, A. Szymezyk, M. Sokal, 1. Zara$, O. Kujawa,
E. Malinowska, M. Olszewski, Application of aptamer-based biosensors for
electrochemical detection of heavy metal (cat)ions, EuroAnalysis 2023, Genewa,
Szwajcaria, 27/08/2023 — 31/08/2023.

R. Zidtkowski*, J. Krzeminski, D. Baran, A. Szymczyk, E. Malinowska, Investigations
on receptor layer composition, quality of electrochemical transducers gold surface and
preparation procedure of biosensor dedicated to chosen SARS-CoV-2 genetic markers
detection, 27th International Conference on Miniaturized Systems for Chemistry and
Life Sciences (uTAS 2023), Katowice, Polska, 15/10/2023 — 19/10/2023.

R. Zidtkowski*, A. Szymczyk, M. Olszewski, E. Malinowska, Investigations on
electrochemical, spectroelectrochemical and piezoelectrical analysis on heavy metal
ions interactions with receptor layers based on DNA strands, Single-Molecule Sensors

and nanoSystems International Conference (s3ic2023), Barcelona, Hiszpania,

22/11/2023 — 24/11/2023.

. R. Ziotkowski, A. Szymcezyk, D. Baran, J. Krzeminski, E. Malinowska*, Investigations

on receptor layer composition, quality of electrochemical transducers and preparation
procedure of biosensor dedicated to chosen SARS-CoV-2 genetic markers detection,
Pittcon 2024, San Diego, California, USA, 24/02/2024- 28/02/2024.

D. Baran*, A. Szymczyk, R. Zioétkowski, E. Malinowska, Opracowanie wielopolowego
elektrochemicznego czujnika DNA dedykowanego wykrywaniu fragmentu genow
opornosci na antybiotyki powielanych w reakcji multiplex, Chemsession’24 - XX
Warszawskie Seminarium Doktorantow Chemikow, Warszawa, Polska, 28/06/2024.

M. Carbone*, A. Szymczyk, G. Selvolini, G. Marrazza, Smart aptasensor for biotoxins
detection in mussels, XXIII Conference on Sensors and Microsystems (AISEM 2025),
Trydent, Wlochy, 11/02/2025- 14/02/2025.
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Opieka nad pracami dyplomowymi

1. Praca dyplomowa magisterska, Aleksandra Skiba, ,, Badania nad mozliwoscig
wykorzystania wielopolowych przetwornikow elektrochemicznych wytwarzanych
w technologii elektroniki drukowanej w konstrukcji czujnikow DNA ", 2024, promotor:
dr hab. inz. Robert Zidtkowski, prof. PW.

2. Praca dyplomowa magisterska, Martyna Popiotek, ,, Wykrywanie bakteryjnej
wielolekoopornosci z wykorzystaniem elektrochemicznych biosensorow DNA w tym
z uzyciem przetwornikow wielopolowych wytwarzanych w technologii elektroniki

drukowanej”, 2024, promotor: dr hab. inz. Robert Zidtkowski, prof. PW.
Staze badawcze

Czteromiesi¢czny staz naukowy w grupie badawczej prof. Giovanny Marrazza, Departament
of Chemistry, University of Florence w ramach programu Mobility PW IX zrealizowanego
w ramach NAWA SEED oraz Mobility PW XI zrealizowanego w ramach przedsiewzigcia
»Inicjatywa doskonatosci — uczelnia badawcza”, 04/09/2023 — 05/12/2023 oraz 08/04/2024 —
09/05/2024. Publikacja, podstawa, ktorej sa wyniki badan uzyskane podczas pobytu —

W przygotowaniu.
Szkolenia

Prince2® Foundation Certificate in Project Management (szkolenie: 20/06/2022-21/06/2022
oraz 12/07/2022), zakonczony egzaminem 1 uzyskaniem certyfikatu o nr: GR656264986AS
(12/10/2022).
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Wyroéznienia i nagrody

1.

IT miejsce w konkursie w MedTech-Athon ,,Inzynierowie dla Medycyny” (wygrana
grupowa, zespot w skladzie: A. Duszczyk, B. Balamut, A. Szymczyk, S. Karon, M.
Lelit, P. Rekas), finansowanie w ramach programu ,,Inicjatywa Doskonato$ci — Uczelnia
Badawcza”, Warszawa, maj 2022.

Nagroda Rektora za wyjatkowe zaangazowanie na rzecz Uczelni w semestrze letnim

roku akademickiego 2021/2022.

. Nagroda Rektora za wyjatkowe zaangazowanie na rzecz Uczelni w semestrze zimowym

roku akademickiego 2022/2023.
Nagroda Rektora za wyjatkowe zaangazowanie na rzecz Uczelni w semestrze letnim

roku akademickiego 2023/2024.

. Nagroda Rektora za wyjatkowe zaangazowanie na rzecz Uczelni w semestrze zimowym

roku akademickiego 2024/2025.

Dzialalno$¢ na rzecz spolecznosci Doktorantow:

1.

Delegat w Radzie Doktorantow PW w latach 2020-2025.

2. Czlonek Rady Szkoty Doktorskiej PW nr 1 w latach 2020-2021.
3.
4

Cztonek Rady Szkoly Doktorskiej PW w latach 2021-2025.

. Cztonek Komisji Nauki Rady Szkoty Doktorskiej (dawna Komisja ds. Oceny

Srédokresowej) w latach 2021-2025.

Pomoc przy organizacji oraz prowadzenie sesji planarnych (chairman), rejestracja
uczestnikow 1 rozdanie certyfikatow podczas Szkoty Letniej Doktorskiej realizowane;j
w ramach projektu , Smart Education for Engineering Doctors” NAWA-STER
organizowanej przez Politechnike Warszawska w dniach 12/09/2022-16/09/2022.
Cztonek / Gos¢ Senackiej Komisji ds. Wspotpracy z Zagranicg w latach 2023-2025.
Obserwator - przedstawiciel z ramienia Rady Doktorantéw PW podczas posiedzen

Komisji Oceny Srodokresowej SD w latach 2021-2024.

. Obserwator - przedstawiciel z ramienia Rady Doktorantéw PW podczas rozmow

kwalifikacyjnych do Szkoty Doktorskiej w latach 2021-2025.
Wolontariusz podczas konferencji EuroAnalysis 2023 organizowane] w Genewie

w dniach 27/08/2023- 31/08/2023.
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