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1. Oddziatywania molekularne jako podstawa projektowania
elektrochemicznych biosensorow DNA

2. Wplyw sposobu immobilizacji receptorow i organizacji monowarstwy na
parametry pracy genosensorow

3. Jako$¢ powierzchni przetwornika jako czynnik determinujacy parametry
miniaturowych biosensoréw DNA

4. Nowe sekwencje i mechanizmy generowania sygnatu w elektrochemicznych
aptasensorach DNA na potrzeby analityki Srodowiskowej
4.1. Aptasensor do oznaczania jonow rteci(Il)
4.2. Aptasensor do oznaczania anionéw selenianowych(VI)
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Dr inz. Anna Szymczyk-Drozd w pazdzierniku 2020 r. rozpoczeta ksztalcenie w Szkole
Doktorskiej Politechniki Warszawskiej, podejmujac interdyscyplinarng tematyke projektowania
biosensorow DNA, 1aczaca w sobie chemi¢ analityczna, biotechnologie, fizykochemig
powierzchni, elektrochemi¢ oraz elementy nanotechnologii. W okresie od wrzesnia 2023 r. do
kwietnia 2024 r. odbyla tacznie czteromiesigczny staz badawczy w grupie badawczej prof.
Giovanny Marrazzy na Wydziale Chemii ,,Ugo Schiff” na Uniwersytecie we Florencji. Autorka 11
artykutéw w czasopismach z listy filadelfijskiej o indeksie Hirscha 5. We wrzes$niu 2025 r. obronita
prace doktorska na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej, uzyskujac stopien doktora
nauk chemicznych. Praca zostata nagrodzona w konkursie Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej
Akademii Nauk za najlepsza rozprawe doktorska w dziedzinie elektrochemii w 2026 r. Jest
kierownikiem projektu PRELUDIUM 23 Narodowego Centrum Nauki, obecnie zatrudniona na
stanowisku adiunkta badawczo-dydaktycznego w Katedrze Biotechnologii Medycznej Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej. Wyrozniona w Top 100 Women in Biotech in Poland -
zestawieniu przygotowanym przez Fundacj¢ Edukacyjng Perspektywy. Jej obecne zainteresowania
naukowe koncentrujg si¢ na projektowaniu narzg¢dzi (bio)analitycznych wykorzystujacych kwasy
nukleinowe.

https://orcid.org/0000-0003-2100-4169

Dr hab. inz. Robert Ziotkowski, prof. PW od czasu studiow zwigzany jest z Wydzialem
Chemicznym Politechniki Warszawskiej, gdzie uzyskat stopien doktora nauk chemicznych (2013),
a nastepnie doktora habilitowanego (2022). Jest autorem ponad 40 artykutéw opublikowanych w
czasopismach indeksowanych w bazie Web of Science, a jego indeks Hirscha wynosi 16.
Wielokrotnie wyrdzniany za dziatalno$¢ naukowa, m.in. Nagroda Rajchmana oraz nagrodami JM
Rektora Politechniki Warszawskiej. Jako kierownik i wykonawca uczestniczyl w realizacji
projektéw badawczych finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju oraz Agencje Badan Medycznych. Jego zainteresowania badawcze koncentruja
si¢ na projektowaniu i rozwijaniu elektrochemicznych sensoréw i biosensoréw przeznaczonych do
oznaczania kwaséw nukleinowych oraz biomarkeréw istotnych klinicznie. Szczegdlng uwage
poswigca modyfikacji powierzchni przetwornikdw, ograniczaniu nieswoistej adsorpcji,
wykorzystaniu nanomaterialdéw oraz integracji biosensoréw z uktadami mikroprzeptywowymi i
platformami typu Point-of-Care.
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Prof. dr hab. inz. Elzbieta Malinowska od czasu studiow zwiazana z Wydzialem Chemicznym
PW, gdzie uzyskala stopien doktora (1984), doktora habilitowanego (2002) oraz tytut profesora
(2007). Autorka ponad 145 artykulow w czasopismach z listy filadelfijskiej o indeksie Hirscha 35.
Petni rowniez funkcje¢ Pelnomocnika ds. strategicznych projektow w zakresie biotechnologii
w Centrum Zaawansowanych Materialow i Technologii CEZAMAT PW. Wielokrotna laureatka
nagrod naukowych (m. in. Nagrody Rajchmana, JM Rektora PW, World’s TOP 2% Scientists 2023
i 2024). Jej gtéwne zainteresowania naukowe koncentruja si¢ na projektowaniu warstw
receptorowych  czujnikow  chemicznych 1  biosensorow.  Wielokrotna  recenzentka
doktoratow/habilitacji, kierownik projektow badawczych NCN, NCBiR i MNiSW zwigzanych
z systemami typu Point-of-Care (PoCT) przeznaczonymi do wykrywania istotnych klinicznie
biomarkerow.
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ABSTRACT

Electrochemical DNA biosensors represent a family of modern analytical tools that
enable rapid, sensitive, and cost-effective detection of biomarkers directly at the point
of care. In recent years, the development of this class of sensors has focused primarily
on miniaturization and integration into portable diagnostic platforms. Concurrently,
growing attention is paid to the interfacial phenomena occurring between the
transducer surface, the receptor layer, and sample components, as these
fundamentally govern biosensor sensitivity, selectivity, stability, and reproducibility
of its performance.

This article highlights how insights into interphase molecular behaviour guide the
engineering of functional receptor layers. We present the impact of key operational
variables, such as the surface-blocking agent, transducer fabrication method, and
measurement conditions, on overall assay performance. The discussed concepts are
illustrated through practical applications, including the detection of genetic
biomarkers for SARS-CoV-2 and Corynebacterium diphtheriae, as well as the
determination of toxic species: mercury(Il) and selenate(VI) ions. Specifically,
dietyldithiocarbamate (DEDTC) as a surface-blocking agent reduced non-specific
binding and enhanced signal quality more effectively than conventional
mercaptohexanol (MCH). Furthermore, gold electrodes fabricated via physical vapor
deposition (PVD) vyielded superior reproducibility and structural uniformity
compared to screen-printed counterparts. These findings demonstrate that
engineering the sensor interface is essential to obtain reliable analytical response in
miniaturized (bio)analytical tools for decentralized testing.

Overall, this work provides critical design guidelines for receptor layer architecture
at the electrode—solution interface. The developed biosensors demonstrate strong
potential for applications in medical diagnostics and environmental monitoring, with
PVD technology enabling the next generation of cheap, portable diagnostic devices.

Keywords: electrochemical DNA biosensors, molecular interactions, aptasensors,
self-assembled monolayers, environmental analysis, molecular diagnostics
Stowa kluczowe: elektrochemiczne biosensory DNA, oddzialywania molekularne,

aptasensory, samoorganizujace si¢ monowarstwy, analiza srodowiskowa,
diagnostyka molekularna
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

BDT — ang. /,4-benzenedithiol, 1,4-benzenoditiol

CHC - ang. cysteamine, cysteamina

CV —ang. cyclic voltammetry, woltamperometria cykliczna

DEDTC - ang. sodium diethyldithiocarbamate, dietyloditiokarbaminian sodu

E — ang. envelope, biatko otoczki

EBA — ang. electrode blocking agent, srodek blokujacy powierzchni¢ elektrody/ wypetniacz
EDTA — ang. ethylenediaminetetraacetic acid, kwas etylenodiaminotetraoctowy

EIS — ang. electrochemical impedance spectroscopy, elektrochemiczna spektroskopia
impedancyjna

LOD - ang. limit of detection, granica wykrywalnosci

MCH - ang. 6-mercaptohexan-1-ol, 6-merkaptoheksan-1-ol
MOPS-ang.3-(N-morpholino)propanesulfonic acid kwas 3-(N-morfolino)propanosulfonowy
MB - ang. methylene blue, biekit metylenowy

N — ang. nucleocapsid, biatko nukleokapsydu koronawirusa

2-PhET - ang. 2-phenylethanethiol, 2-fenyloetylotiol

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

PVD — ang. physical vapour deposition, fizyczne osadzanie z fazy gazowe;j

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

SARS-CoV-2 — ang. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, drugi koronawirus
cigzkiego ostrego zespolu oddechowego

SELEX — ang. systematic evolution of ligands by exponential enrichment, systematyczna
ewolucja ligandéw poprzez wzbogacanie

ssDNA — ang. single-stranded DNA, jednoniciowy DNA

SWYV — ang. square wave voltammetry, woltamperometria fali prostokatne;j
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WPROWADZENIE

Dynamiczny rozwdj wspoélczesnej diagnostyki medycznej oraz analizy $rodowiskowej
powoduje stale zapotrzebowanie na metody analityczne pozwalajace na szybkie,
wiarygodne i selektywne oznaczanie szerokiego spektrum analitéw. Coraz wigkszego
znaczenia nabierajg rozwigzania umozliwiajagce wykonywanie oznaczen bezposrednio
w miejscu pobrania probki (point-of-care), z pominigciem czasochtonnych procedur
laboratoryjnych. W odpowiedzi na te potrzeby intensywnie rozwijane sa biosensory
elektrochemiczne wykorzystujace kwasy nukleinowe jako elementy rozpoznajace. Lacza
one wysoka swoisto$¢ oddzialywan molekularnych z prostota i mozliwoscia
miniaturyzacji uktadow pomiarowych. Dzigki wykorzystaniu sond oligonukleotydowych
oraz aptamerow DNA i RNA mozliwe jest wykrywanie zardwno materiatu genetycznego
drobnoustrojow, jak i jonow metali, bialek, toksyn czy innych zwigzkoéw o znaczeniu
klinicznym i $rodowiskowym [1,2].

Mimo intensywnego rozwoju technologii biosensorowych, istotnym wyzwaniem
pozostaje jednoczesne uzyskanie wysokiej czutosci, selektywnosci oraz stabilnosci
sygnalu. W praktyce wlasciwosci te zaleza nie tylko od powinowactwa zastosowanego
receptora do analitu, lecz rowniez od szeregu zjawisk zachodzacych na granicy faz
pomigdzy powierzchnig przetwornika, warstwa receptorowa a S$rodowiskiem
pomiarowym. Zjawiska zwigzane z immobilizacja biologicznych elementow
rozpoznajacych, adsorpcja sktadnikéw matrycy probki, tworzeniem samoorganizujacych
si¢ monowarstw (SAM) oraz transportem analitu do powierzchni elektrody przektadaja
si¢ na proces rozpoznania molekularnego, wptywajac zardwno na jego przebieg, jak i na
koncowa odpowiedz elektrochemiczng biosensora DNA. Rosnaca liczba publikacji
wskazuje, ze precyzyjna kontrola tych proceséw stanowi obecnie jeden z kluczowych
kierunkdéw rozwoju elektrochemicznych biosensoréw DNA [3,4].

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie znaczenia oddziatywan molekularnych
zachodzacych w obrebie warstwy receptorowej (Rysunek 1) oraz omoéwienie strategii ich
wykorzystania podczas projektowania nowoczesnych narzedzi (bio)analitycznych.
Szczegbdlng uwage poswigcono wpltywowi architektury warstw receptorowych,
wiasciwos$ci powierzchni przetwornikéw oraz skltadu medium pomiarowego na
parametry pracy biosensorow. Omawiane zagadnienia zostaty zilustrowane przyktadami
praktycznych zastosowan opracowanych konstrukcji w diagnostyce molekularnej
i analizie srodowiskowe;j.
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Oddzialywania:
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Rysunek 1. Schemat ilustrujacy wzajemne oddzialywania w obrgbie warstwy receptorowej i badanej probki,
towarzyszace funkcjonowaniu biosensorow elektrochemicznych

Figure 1. A diagram illustrating the interactions within the receptor layer and tested sample, involved in
the working of electrochemical biosensors

1. ODDZIALYWANIA MOLEKULARNE JAKO PODSTAWA
PROJEKTOWANIA ELEKTROCHEMICZNYCH BIOSENSOROW
DNA

Rozpoznawanie molekularne stanowi podstawe dziatania wszystkich biosensorow
DNA, tj. biosensorow wykorzystujacych kwasy nukleinowe jako elementy
receptorowe. W klasycznym ujeciu uzytecznos$¢ analityczna biosensora utozsamiana
jest przede wszystkim z wysokim powinowactwem sondy DNA lub aptameru do
oznaczanego analitu. W rzeczywisto$ci rejestrowana odpowiedz elektrochemiczna
stanowi wynik zlozonego uktadu zaleznos$ci zachodzacych jednoczes$nie pomigdzy
powierzchnia przetwornika, warstwa receptorowa, skladnikami probki oraz
srodowiskiem pomiarowym. To wlasnie wypadkowa tych procesow decyduje o
koncowej czulosci, selektywnos$ci i stabilnosci biosensora oraz powtarzalnosci
uzyskiwanej odpowiedzi [5].

W przeciwienstwie do oddziatywan zachodzacych w roztworze, ktore sg stosunkowo
dobrze poznane, w biosensorach wigkszo$¢ proceséw przebiega na granicy faz.
Immobilizacja sond oligonukleotydowych, organizacja warstwy receptorowe;j,
transport analitu do powierzchni elektrody oraz proces wymiany elektronow
zachodza réwnocze$nie i wzajemnie na siebie oddzialuja. Nawet niewielkie zmiany
wlasciwosci powierzchni moga prowadzi¢ do istotnych zmian rejestrowanej
odpowiedzi elektrochemicznej, mimo ze sam mechanizm rozpoznania mole-
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kularnego pozostaje niezmieniony wzgledem tego samego oddzialywania w
roztworze [6].

W projektowaniu biosensoré6w szczegodlnie istotne jest rozréznienie oddziatywan
pozadanych i niepozadanych. Do pierwszej grupy naleza procesy odpowiedzialne za
trwala immobilizacje receptorow, tworzenie uporzadkowanych samoorganizujacych
si¢ monowarstw, specyficzne wigzanie analitu oraz kontrolowany transport
znacznikow elektroaktywnych wzgledem powierzchni elektrody. Procesy zwigzane
z formowaniem warstwy receptorowej powinny przebiega¢ powtarzalnie,
umozliwiajac standaryzacje wytwarzania warstw receptorowych. Z kolei odpowiedz
wynikajgca z powinowactwa receptora do analitu powinna by¢ zalezna, a najlepiej
wprost proporcjonalna do jego stezenia w probce, co gwarantuje szeroki zakres
odpowiedzi dynamicznej. Znacznie wigkszym wyzwaniem pozostaja niepozadane
oddzialywania niespecyficzne. Adsorpcja biatek, sktadnikow buforéow lub innych
zwigzkow obecnych w probce moze prowadzi¢ do blokowania powierzchni
elektrody, zmian konformacji unieruchomionych receptorow, wzrostu sygnatu tla
oraz pogorszenia selektywnosci oznaczen. Zjawiska te majg szczegdlne znaczenie
podczas analizy probek biologicznych i sSrodowiskowych, ktorych sktad jest znacznie
bardziej ztozony niz roztworéw wzorcowych [7].

Coraz wiecej badan potwierdza, ze ograniczenie oddziatywan niespecyficznych nie
polega wylacznie na zastosowaniu odpowiedniego receptora molekularnego
o wysokiej selektywnosci. Roéwnie istotne jest $wiadome projektowanie catosci
architektury warstwy receptorowej oraz $ciste monitorowanie warunkow, w jakich
zachodzi wigzanie analitu. Obejmuje to dobdr sposobu immobilizacji receptorow,
zastosowanie odpowiednich zwigzkow blokujgcych wolne miejsca na powierzchni
elektrody, regulacje gestosci upakowania sond oraz optymalizacje sktadu roztworow
pomiarowych i kondycjonujacych [8,9].

Waznym elementem tego podejscia jest uwzglednienie wptywu Srodowiska
pomiarowego. Sktad buforu, sita jonowa, pH czy obecnos$¢ biatek i innych
sktadnikow matrycy wptywaja zaréwno na konformacje receptoréw, jak i na
stabilno$¢ powstajacych kompleksow receptor-analit. Parametry te determinuja
kinetyke transportu masy do powierzchni elektrody oraz przebieg procesow
elektrochemicznych odpowiedzialnych za generowanie sygnatu analitycznego.
W konsekwencji dobor warunkow pomiarowych staje si¢ integralnym elementem
projektowania i rozwoju biosensora, a nie jedynie etapem jego walidacji [10].
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Opisane wyzej podejScie traktujace biosensor jako system wzajemnie powigzanych
proceséw stanowito podstawe badan opisanych w niniejszej pracy. Poszczegdlne
etapy obejmowaty analize wptywu sktadu warstwy receptorowej, rodzaju materiatu
elektrodowego oraz $rodowiska reakcyjnego na odpowiedz elektrochemiczng
biosensorow. Otrzymane rezultaty umozliwity optymalizacje architektury warstwy
rozpoznajacej, poprawe kluczowych parametrow analitycznych opracowanych
uktadéw i rozszerzenie mozliwos$ci praktycznych zastosowan.

2. WPLYW SPOSOBU IMMOBILIZACJI RECEPTOROW
I ORGANIZACJI MONOWARSTWY NA PARAMETRY PRACY
GENOSENSOROW

Kluczowym warunkiem prawidlowego dziatania biosensora jest wysoka dostgpnosé
unieruchomionych receptoréw, minimalizacja adsorpcji niespecyficznej oraz
wydajny transfer elektronéw [11-13]. Jednym z najczesciej stosowanych sposobow
modyfikacji zlotych elektrod jest tworzenie samoorganizujacych si¢ monowarstw
z wykorzystaniem tiolowanych oligonukleotydéw. Rozwigzanie to pozwala na
trwale unieruchomienie sond DNA dzigki tworzeniu wigzan Au—S oraz uzyskanie
uporzadkowanej warstwy receptorowej [14-15]. Jednoczesnie pozostajace pomigdzy
unieruchomionymi sondami wolne obszary powierzchni wymagaja zastosowania
odpowiednich zwigzkow wypemiajacych (EBA), ktérych zadaniem jest stabilizacja
monowarstwy oraz ograniczenie niespecyficznej adsorpcji.

Najczesciej stosowanym zwigzkiem blokujacym jest 6-merkapto-1-heksanol (MCH),
ktory od wielu lat stanowi standard w konstrukcji biosensorow DNA z uwagi na jego
strukturalne  podobienstwo do tiolowanych linkeréw sze$cioweglowych
wykorzystywanych do znakowania sond oligonukleotydowych [16-18]. Pomimo
powszechnego zastosowania zwiazek ten nie jest jednak pozbawiony ograniczen.
Poza oczywista wadg - niskim przewodnictwem elektronowym z uwagi na tendencje
do tworzenia gegstych monowarstw alkanotiolowych - zwiazek ten wykazuje
ograniczone wlasciwosci przeciwadsorpcyjne z uwagi na brak rozbudowanej,
elastycznej, hydrofilowej struktury. W warunkach analizy rzeczywistych probek
biologicznych obecnos¢ biatek 1 innych sktadnikéw matrycy prowadzi do
pogorszenia parametréw analitycznych biosensora [19]. Wskazuje to, ze wybor
srodka blokujacego nie powinien by¢ traktowany jako element rutynowy, lecz jako
jeden z kluczowych etapow projektowania warstwy receptorowej. Zastapienie MCH
moze okaza¢ si¢ korzystne nie tylko z punktu widzenia poprawy wilasciwosci
elektrycznych warstwy, ale i jej odporno$ci na biologiczne zanieczyszczenia
powierzchni elektrody [20]. Moze to by¢ szczegdlnie pozadane w przypadku
konstrukcji biosensorow wykorzystujacych jako element rozpoznajacy odpowiednio
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zaprojektowang sonde kwasu nukleinowego - genosensoréw DNA, ktorych celem
jest wykrywanie specyficznych sekwencji w probkach bogatych w biatka, np.
w mieszaninach poreakcyjnych po amplifikacji materiatu genetycznego.

W przeprowadzonych badaniach dokonano poréwnania kilku zwigzkéw mogacych
pelni¢  funkcje  wypelniaczy monowarstw  typu SAM, obejmujacych
dietyloditiokarbaminian sodu (DEDTC), 2-fenyloetylotiol (2-PhET), 1,4-
benzenoditiol (BDT), cysteaming (CHC) oraz klasycznie stosowany MCH. Analiza
wykazata, ze poszczegdlne zwigzki w odmienny sposdb wplywaja na organizacje
warstwy receptorowej oraz przebieg procesdw zachodzacych na powierzchni
elektrody. Szczegolnie korzystne wlasciwosci wykazywat DEDTC, ktorego
zastosowanie prowadzito do wyraznego ograniczenia niespecyficznych oddziatywan
z bialkami obecnymi w probce oraz zwigkszenia rejestrowanego sygnatu
elektrochemicznego - w tym przypadku rozumianego jako réznica wartosci pradu
rejestrowanej przed i po zwigzaniu przez jednoniciowg sond¢ DNA (ssDNA)
wykrywanej sekwencji o charakterze biomarkerowym (Rysunek 2) [21]. Co ciekawe,
elektroda zmodyfikowana monowarstwg DEDTC wykazywala nizszy opor
przeniesienia tadunku (Re) niz czysta elektroda ztota. Efekt ten przypisuje si¢
obecnosci  zdelokalizowanych  struktur  rezonansowych w  ugrupowaniu
ditiokarbaminianowym kleszczowo zwigzanym z powierzchnia Au, krotkim
fancuchom etylowym minimalizujagcym barier¢ tunelowania oraz ograniczeniu
odpychania elektrostatycznego anionowego wskaznika redoks [Fe(CN)q]** na
skutek modyfikacji powierzchni [22,23].

Uzyskane wyniki wskazuja, ze poprawa parametrow analitycznych nie wynika
wylgcznie z zastosowania nowego zwigzku chemicznego w roli wypetniacza, lecz
przede wszystkim z odmiennego sposobu organizacji warstwy receptorowej
i zmniejszenia liczby miejsc sprzyjajacych niespecyficznej adsorpcji. Odpowiednio
dobrany $rodek blokujacy wplywa jednoczes$nie na orientacje sond DNA, ich
wzajemne oddziatywania oraz dostgpnos¢ powierzchni dla oznaczanego analitu.
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Rysunek 2. Porownanie wlasciwosci elektrochemicznych monowarstw DEDTC i MCH: a) natgzenie sygnatu
pradowego (pomiary SWV); b) odpowiedz biosensora dla réznych stezen analitu (pomiary SWV, po lewo
Wwyzsze stgzenia, po prawo nizsze); ¢) wplyw adsorpcji biatka na opornos¢ warstwy (pomiary EIS), gdzie BGDE
oznacza “niemodyfikowana” ztota elektrode dyskowa [21].

Figure 2. Comparison of the electrochemical properties of DEDTC and MCH monolayers: (a) Peak current
intensity (SWV measurements); (b) Biosensor response for various analyte concentrations (SWV
measurements; higher concentrations on the left, lower concentrations on the right); (c) Effect of protein
adsorption on layer resistance (EIS measurements), where BGDE stands for ‘bare’ gold disc electrode [21].

Praktyczne znaczenie przedstawionej strategii wytwarzania warstw receptorowych
potwierdzono  podczas  opracowania  elektrochemicznego  genosensora
przeznaczonego do wykrywania materialu genetycznego Corynebacterium
diphtheriae. W konstrukcji czujnika wykorzystano sonde DNA znakowang bigkitem
metylenowym, natomiast DEDTC zastosowano jako skladnik blokujacy
powierzchnie elektrody. Tak zaprojektowany biosensor charakteryzowat si¢ wysoka
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selektywnoscia wobec oznaczanej sekwencji DNA oraz korzystniejszym stosunkiem
sygnatu do tla niz analogiczne uktady wykorzystujace klasyczny MCH. Wyniki te
potwierdzity mozliwo$¢ zastapienia powszechnie stosowanych §rodkow blokujacych
nowymi zwiazkami lepiej dostosowanymi do analizy probek o zlozonym sktadzie.
Przeprowadzone badania maja znaczenie wykraczajace poza przedstawiony przyktad
aplikacyjny. Pokazuja one, ze dobor warstwy receptorowej nie powinien ograniczac¢
si¢ do zwiekszania liczby receptoréw na powierzchni elektrody. Znacznie wazniejsze
jest  zapewnienie  odpowiedniej  organizacji = przestrzennej  czasteczek
w monowarstwie, poprawa jej wlasciwosci elektrycznych oraz ograniczenie
oddzialywan niespecyficznych, ktore czgsto stanowia gtowny czynnik pogarszajacy
parametry analityczne biosensoréw [21]. Takie podejScie wpisuje si¢ w obecny
kierunek rozwoju elektrochemicznych biosensorow DNA, w ktorym $wiadome
projektowanie wlasciwosci powierzchni staje si¢ réwnie istotne jak dobor samego
elementu rozpoznajgcego.

3. JAKOSC POWIERZCHNI PRZETWORNIKA JAKO CZYNNIK
DETERMINUJACY PARAMETRY MINIATUROWYCH
BIOSENSOROW DNA

Poprawnie zaprojektowana warstwa receptorowa moze spetnia¢é swojg funkcje
jedynie wowczas, gdy =zostanie utworzona na powierzchni zapewniajacej
powtarzalne warunki immobilizacji oraz stabilny transfer elektronow. Z tego
wzgledu  wlasciwosci  przetwornika  elektrochemicznego  stanowig jeden
z podstawowych czynnikow decydujacych o uzyteczno$ci analitycznej biosensora.
Z kolei odtwarzalna jako$¢ powierzchni elektrod determinuje mozliwosci seryjnego
wytwarzania biosensorow oraz zapewnia wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow.
Morfologia powierzchni, jej chropowato$¢, skiad chemiczny materiatu
elektrodowego oraz jednorodno$¢ wplywajg zardwno na proces tworzenia
samoorganizujacych si¢ monowarstw, jak i na pdzniejszy przebieg procesow
odpowiedzialnych za generowanie sygnatu elektrochemicznego [24]. W ostatnich
latach obserwuje si¢ wyrazny wzrost zainteresowania miniaturowymi
przetwornikami elektrochemicznymi przeznaczonymi do implementacji w systemy
diagnostyczne typu point-of-care [25,26]. Zastosowanie takich elektrod umozliwia
wykonywanie analiz poza laboratorium, ograniczenie objgtoSci probki oraz
uproszczenie procedury oznaczen. Miniaturyzacja ukladow pomiarowych wymaga
jednak zachowania wysokiej jakoSci powierzchni roboczej, poniewaz wraz ze
zmniejszeniem wymiarow elektrody rosnie wplyw lokalnych niejednorodnosci na
powtarzalno$¢ odpowiedzi elektrochemiczne;.
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W celu okreslenia znaczenia wtasciwosci powierzchni przetwornika przeprowadzono
poréwnanie trzech rodzajow zlotych elektrod: klasycznych elektrod dyskowych,
planarnych elektrod sitodrukowanych oraz przetwornikow otrzymanych metoda
fizycznego osadzania z fazy gazowej (PVD). Analizie poddano zaréwno morfologie¢
powierzchni, jak i wlasciwosci elektrochemiczne oraz mozliwos¢ wytwarzania
stabilnych  warstw receptorowych opartych na samoorganizujacych —sie¢
monowarstwach DNA zmodyfikowanych tacznikiem z terminalng grupg tiolowa (-
SH) zdolnych do chemisorpcji na powierzchni zlota (Rysunek 3a).

Uzyskane wyniki wykazaty istotne réznice pomigedzy badanymi przetwornikami.
Elektrody sitodrukowane, mimo niewatpliwych zalet zwigzanych z niskim kosztem
produkcji 1 mozliwos$ciag masowego wytwarzania, charakteryzowaly si¢ stosunkowo
duza zmiennoscig parametréw powierzchni oraz wigkszym rozrzutem warto$ci
uzyskiwanych sygnaldow pradowych. Niejednorodna topografia powierzchni
utrudniata uzyskanie powtarzalnych warstw receptorowych. Znacznie korzystniejsze
wlasciwosci  wykazaly  przetworniki  wykonane w  technologii  PVD.
Charakteryzowaly sie one niewielka chropowatoscia, wysokg jednorodno$cia oraz
bardzo dobra powtarzalno$cia parametréw elektrochemicznych. Tak przygotowane
powierzchnie umozliwiaty tworzenie uporzgdkowanych samoorganizujacych si¢
monowarstw z wykorzystaniem sond DNA znakowanych bigkitem metylenowym,
zapewniajac jednoczesnie wysoka stabilno§¢ uzyskiwanych odpowiedzi biosensora
na wykrywang specyficzng sekwencje DNA. Znaczace roznice w profilu
woltamograméw SWV (Rysunek 3a) wskazuja na kluczowa role morfologii podtoza
w procesie formowania warstwy receptorowej. Dla elektrod PVD obserwowano
symetryczny, dobrze wyksztalcony pik redoks biekitu metylenowego, co potwierdza
utworzenie jednorodnej i uporzadkowanej monowarstwy SAM na gladkiej
powierzchni ztota. Z kolei znieksztatcona odpowiedz pradowa dla elektrod SPE jest
efektem znacznej heterogenicznosci i chropowatosci podtoza sitodrukowanego oraz
obecno$ci matrycy organicznej pasty. Czynniki te sprzyjaja niespecyficznej adsorpcji
sond DNA i uniemozliwiaja prawidlowa orientacje¢ ich struktury typu spinka (ang.
stem-loop), co przeklada si¢ na niestabilno$¢ sygnalu oraz spadek wydajnosci
przeniesienia elektrondw, pomimo wigkszej powierzchni rzeczywistej przetwornika.
Wyniki te wskazuja, ze odpowiedni dobdr metody i1 kontrola procesu wytwarzania
planarnego przetwornika moze w istotny sposob ograniczy¢ zmienno$¢ produkcyjna
poszczegdlnych egzemplarzy bioczujnikow i w rezultacie poprawi¢ ich
niezawodno$¢ przy zachowaniu niskiego kosztu jednostkowego wytwarzania [27].

Praktyczne znaczenie opracowanych rozwigzan potwierdzono podczas konstrukceji
miniaturowego genosensora przeznaczonego do wykrywania biomarkerow
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genetycznych wirusa SARS-CoV-2 (t. . E- bialko otoczki, N - bialko nukleokapsydu
koronawirusa, RdRp - polimeraza RNA zalezna od RNA) (Rysunek 3b).
Wykorzystanie przetwornikow PVD umozliwito otrzymanie biosensorow
charakteryzujacych si¢ wysoka powtarzalnoscia odpowiedzi na wykrywane geny
SARS-CoV-2 oraz wilasciwosciami umozliwiajacymi ich dalsza miniaturyzacje i
mozliwa integracje z przeno$nymi systemami diagnostycznymi. Otrzymane wyniki
potwierdzity, ze przetworniki wytwarzane metoda PVD moga stanowi¢ atrakcyjna
alternatywe dla klasycznych ztotych elektrod stosowanych w elektrochemicznych
biosensorach DNA.

Przeprowadzone badania wyraznie pokazuja, ze powierzchnia przetwornika nie jest
jedynie biernym no$nikiem warstwy receptorowej. Jej wlasciwosci determinujg
organizacj¢ przestrzenng unieruchomionych receptoréw, przebieg proceséw
elektrochemicznych oraz podatno$¢ warstwy receptorowej na oddziatywania
niespecyficzne. W konsekwencji projektowanie nowoczesnych biosensorow
powinno obejmowaé jednoczesng optymalizacje materiatu elektrodowego
1 architektury warstwy receptorowej, poniewaz dopiero ich wzajemne dopasowanie
pozwala na pelne wykorzystanie potencjatu receptorow oligonukleotydowych.
Przedstawione wyniki wpisuja si¢ w obserwowany obecnie kierunek rozwoju
biosensorow elektrochemicznych, w ktorym miniaturyzacja urzagdzen nie moze
odbywa¢ si¢ kosztem pogorszenia jakoSci powierzchni przetwornika. Wrgcz
przeciwnie — im mniejsze sa wymiary przetwornika, tym wigkszego znaczenia
nabiera monitorowanie jego wlasciwosci fizykochemicznych, jednorodnosci
morfologii oraz zapewnienie powtarzalnosci procesu wytwarzania. W tym
kontekscie technologie umozliwiajace precyzyjne ksztaltowanie powierzchni
elektrod stajag si¢ jednym z kluczowych elementow projektowania przysztych
systemow diagnostycznych typu point-of-care.
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Rysunek 3. a) Poréwnanie przetwornikow wytworzonych technika sitodruku oraz osadzania z fazy gazowe;j
PVD pod wzgledem niezawodnosci, stabilno$ci sygnatu pradowego (przedstawiona jako stosunek nate¢zenia
kolejnych pikéw do koncowego natgzenia piku w trakcie trwania stabilizacji (I,/ L) i nat¢Zenia pradu (pomiary
SWYV) oraz powtarzalno$ci wytwarzania przetwornikow; b) Porownanie zlotych elektrod dyskowych i elektrod
wytworzonych technika PVD pod wzgledem odpowiedzi sensora (pomiary SWV) na rézne biomarkery
genetyczne SARS-CoV-2 (E, N, RdRp). Plus ,,+” oznacza odpowiedz od probki dodatniej (zawierajacej materiat
genetyczny chorego na COVID-19 dostarczonych przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego PZH), a
minus ,,-” odpowiedz od probki ujemnej - niezawierajacej materiatu genetycznego [27].

Figure 3. (a) Comparison of transducers fabricated by screen printing and physical vapor deposition (PVD) in
terms of reliability, current signal stability (presented as the ratio of the peak current at each subsequent scan to
the final peak current recorded during the stabilization period (I/Ix)), current intensity (SWV measurements),
and fabrication reproducibility; (b) Comparison of gold disk electrodes and PVD-fabricated electrodes regarding
the sensor response (SWV measurements) to different SARS-CoV-2 genetic biomarkers (E, N, RdRp). The plus
sign “+” indicates a response from a positive sample (containing genetic material from a patient with COVID-
19, provided by the National Institute of Public Health PZH), whereas the minus sign “—" indicates a response
from a negative sample, i.e., one not containing genetic material [27].
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4. NOWE SEKWENCJE | MECHANIZMY GENEROWANIA SYGNALU
W ELEKTROCHEMICZNYCH APTASENSORACH DNA NA POTRZEBY
ANALITYKI SRODOWISKOWEJ
Oznaczanie malych jonéw nieorganicznych stanowi jedno z trudniejszych wyzwan
w konstrukcji elektrochemicznych aptasensoréw DNA. W przypadku anionow
dodatkowym utrudnieniem sg odpychania elektrostatyczne na granicy faz,
wynikajace z ujemnego ladunku szkieletu fosfodiestrowego DNA oraz samej
powierzchni elektrody. Z tego wzgledu intensywnie poszukuje si¢ nowych sekwencji
aptamerowych o wysokim powinowactwie do analitbw nieorganicznych.
Wytypowanie odpowiedniego receptora nie gwarantuje jednak uzyskania
optymalnych parametréw analitycznych biosensora. Réwnie krytyczny jest dobor
srodowiska pomiarowego, ktore musi zapewnia¢ kompromis pomiedzy trwatoScia
kompleksu aptamer—analit, stabilno$cig formy chemicznej oznaczanego jonu (np.
poprzez eliminacj¢ ryzyka hydrolizy) a selektywnoscia oddziatywania. Co wigcej,
opracowanie czulego i selektywnego biosensora nie zawsze wymaga identyfikacji
nowej sekwencji receptorowej — znaczng poprawe parametroOw analitycznych mozna
osiagnac poprzez dogigbne poznanie i nadzér samego mechanizmu generowania
sygnatu. Zalezno$ci te przedstawiono w niniejszym rozdziale na przyktadzie
elektrochemicznych aptasensorow DNA przeznaczonych do oznaczania aniondéw

selenianowych(VI) oraz kationow rteci(Il) [28,29].

4.1. APTASENSOR DO OZNACZANIA JONOW RTECI(II)

Jony rteci(Il) nalezg do najbardziej toksycznych zanieczyszczen srodowiska, dlatego
opracowanie prostych czujnikow do ich oznaczania pozostaje waznym kierunkiem
rozwoju wspotczesnej analityki. W przeciwienstwie do klasycznych biosensorow
wykorzystujagcych hybrydyzacje kwasow nukleinowych, w przypadku jonow Hg?*
mozliwe jest wykorzystanie specyficznych oddziatywan zachodzacych pomigdzy
jonami rteci a parami zasad tyminowych. Przeprowadzone badania wykazaly, iz
w elektrochemicznych aptasensorach z sekwencjami polityminowymi (poliT)
zmiany natezenia pradu nie zawsze wynikaja ze zmian konformacyjnych sondy,
mimo iz mechanizm bazujgcy na tworzeniu wewnatrzczasteczkowych struktur typu
,»spinka do wlosow” (ang. hairpin) stabilizowanych mostkami T-Hg?*-T jest
dominujacy w literaturze. Przestanka do poglebionych badan byl odmienny od
oczekiwanego charakter odpowiedzi elektrochemicznej aptasensora na jony rteci(Il),
polegajacy na spadku sygnalu pradowego po zwigzaniu analitu [30]. W pracy
przedstawiono mechanizm dzialania opracowanego aptasensora tlumaczacy te
obserwacje doswiadczalne. Mechanizm ten bazowal na tworzeniu stabilnych
mostkéw T-Hg?*-T pomigdzy sgsiadujgcymi ze sobg sekwencjami polityminowymi
(Rysunek 4a,b) [31]. Powstanie kompleksu, a co za tym idzie usztywnienie warstwy
receptorowej skutkujace pogorszeniem transportu elektronéw, znajdowato
bezposrednie odzwierciedlenie w rejestrowanym sygnale elektrochemicznym.
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Badania elektrochemiczne oraz pomiary z wykorzystaniem mikrowagi kwarcowej
potwierdzily proponowany mechanizm dziatania oraz wykazaly, ze odpowiedz

czujnika wynika bezposrednio z procesu tworzenia komplekséw z udziatem jonow
rteci.

_ML1* 000 mechanizm 'signal-off
a) (LA00% e ey g b)
}a\a/:nmrwﬁl’ Lﬁ’ f’ 100 nM Hg**

natezenie pracu [- 10°%A]

I B . | prza
BN VS — | Sodaniem
0 Hg®
mew { T T / § eT :
LT I e B "
9 18 48 % 4% o5 43 4% a0 o8 ¢
c) patenciat [V]
o0
v L
gml
| 50
+ H 2+ | £
£ 30
|-
e =
tlomM T1TmM 01 mM 007 mM
\MOPS MOPS MOPS MOPS }
\ +1 mM NaH,PO,
"
d) i elektroda 1:":: o
—— & AT elektroda
eT: . R X dyskowa
¢ PR R S
rrrrrer— e s . o
H ~ <
A potygodniowym przechowywaniuw EDTA, 10 min inkubacji z jonami rteei(ll) z
H
e) 304 ™ potygodniowym przechowywaniuw EDTA, 30 min inkubacji z jonami rtgci(ll) f)
- % - o e ;Aw:;mw;lz; =
£ y = 250.82x + 0.0047 - I
©
E 204 R? = 0.9987 §. 80 i
g S n 1 !
@ o
k] [] i @ o
 fiod @ 50 A
- 1 ]
2 A 8 @
g M y = 111.26x +0.0092 2 n
g 4 R* =0.9947 3 201, " elektroda dyskowa
° o i} 2
LY - - - . s A elektroda PVD
0.0000 0.0008 0.0010 3 0 . )
o . - a 0 50 100 150 200
stezenie jonow rteci(ll) [nM] g

stezenie jonow rteci(ll) [nM]

Rysunek 4. a) Schemat ilustrujacy mozliwe mechanizmy dziatania aptasensora Hg"; b) odpowiedz biosensora
(SWV) przed i po dodatku jonéw Hg?'; ¢) odpowiedz SWV biosensora dla 100 nM jondéw rteci (IT) zalezna od
stezenia kwasu morfolinopropanosiarczanowego (MOPS); d) woltamperogramy CV uzyskane dla przetwornika
miniaturowego w pordwnaniu z klasyczng zlotg elektroda dyskowa; e) odpowiedz SWV biosensora (ztota
elektroda dyskowa) na jony rteci(Il); f) krzywa kalibracji przygotowana dla zlotej elektrody dyskowej oraz
przetwornika PVD [31].

Figure 4. a) Schematic illustration of the possible working mechanisms of the Hg?* aptasensor; b) response of
the biosensor (SWV) before and after addition of Hg?*; ¢) SWV response of the biosensor for 100 nM
mercury(Il) ions, as a function of 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS) concentration; d) CV
voltammograms obtained for the miniature transducer in comparison with a conventional gold disk electrode;
e) SWV response of the biosensor (gold disc electrode) to mercury(Il) ions; f) calibration curve prepared with
miniaturized transducers and gold disc electrode [31].

Innym istotnym elementem badan byta analiza wptywu $rodowiska pomiarowego na
przebieg oddzialywah odpowiedzialnych za powstawanie mostkow T-Hg?'-T.
Wykazano, ze sklad medium pomiarowego oraz obecno$¢ wybranych anionow
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stanowiacych skladniki buforow moga wplywa¢ na efektywnos$¢ tworzenia
kompleksow aptamer-Hg?*, a tym samym na parametry analityczne biosensora
(Rysunek 4c). Dostosowanie warunkéw pomiarowych umozliwita uzyskanie
wysokiej selektywno$ci oraz bardzo niskiej granicy wykrywalnosci (LOD = 1012 M),
umozliwiajacej oznaczanie jonow rteci w rzeczywistych probkach wody. Dodatkowa
zaletg opracowanego rozwigzania byta mozliwos$¢ wielokrotnej regeneracji warstwy
receptorowej oraz przechowywania biosensora bez istotnej utraty czutoSci.
Zaobserwowano  pozytywny wplyw  dlugoterminowego  przechowywania
i kondycjonowania biosensora w roztworze EDTA (Rysunek 4e). Waznym
osiggnieciem badan bylo réwniez przeniesienie opracowanej konstrukcji na
elastyczne przetworniki PVD (Rysunek 4d, f). Potwierdzito to mozliwo$¢ potaczenia
zoptymalizowanej wczeSniej warstwy receptorowej z miniaturowymi platformami
pomiarowymi przeznaczonymi do przysztych urzadzen przenos$nych.

4.2. APTASENSOR DO OZNACZANIA ANIONOW
SELENIANOWYCH(VI)

Roéwnie szczegdlowej analizy mechanizmu rozpoznania molekularnego oraz wptywu
srodowiska pomiarowego wymagato opracowanie biosensora do detekcji aniondw
selenianowych(VI). W tym przypadku kluczowe bylo okreslenie wptywu pH na
powinowactwo analitu do sekwencji aptamerowej przy jednoczesnym zachowaniu
trwato$ci oznaczanej formy SeOs*. Element rozpoznajacy stanowil aptamer
wyselekcjonowany metoda SELEX. Zastosowanie blgkitu metylenowego jako
znacznika redoks umozliwito monitorowanie zmian konformacyjnych aptameru
wywolanych wigzaniem analitu, co przekladalo si¢ na zmian¢ sygnatu
elektrochemicznego [32].

Przeprowadzone badania wykazaly, Zze na skuteczno$¢ procesu rozpoznawania
molekularnego istotny wplyw wywiera $rodowisko pomiarowe. Szczegdlnie
waznym parametrem okazato si¢ pH roztworu, determinujgce zaréwno strukture
aptameru, jak i efektywnos$¢ oddziatywan z oznaczanym analitem. Obnizenie pH
srodowiska pomiarowego z 7,0 do 4,0 doprowadzilo do znacznego wzrostu
odpowiedzi pradowej biosensora, co przelozyto si¢ na obnizenie granicy
wykrywalnosci (LOD) z 1 uM do 1 nM — osiggajac poprawe czutosci o trzy rzedy
wielkosci (Rysunek 5a). Optymalizacja warunkéw pomiarowych pozwolita na
uzyskanie wysokiej selektywnosci wobec anionéw selenianowych(VI) w zakresie
nanomolowym. Opracowany biosensor zweryfikowano 2z wykorzystaniem
rzeczywistych probek $rodowiskowych, potwierdzajac mozliwo$¢ oznaczania
selenianéw(VI) w obecnosci innych jonéw wystepujacych w wodach naturalnych.
Wykazano ponadto dobrg stabilno$¢ warstwy receptorowej podczas przechowywania
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oraz mozliwos$¢ regeneracji biosensora, co ma istotne znaczenie z punktu widzenia
praktycznych zastosowan [31].

@
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Rysunek 5. a) porownanie odpowiedzi biosensora przy pH 7.0 oraz pH 4.0; b) badanie powinowactwa aptameru
do jonow SeO,> - wyznaczenie rownowagowej stalej dysocjacji (Kp) [33].

Figure 5. a) comparison of the biosensor response at pH 7.0 and pH 4.0; b) evaluation of aptamer affinity toward
SeO,* ions: determination of the equilibrium dissociation constant (Kp) [33].
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Oba przedstawione przyklady (zarowno aptasensor do wykrywania Hg?", jak i SeO4*
) wskazuja, ze atrakcyjne parametry analityczne nie wynikajg wylacznie z samych
wlasciwosci receptora molekularnego. O skuteczno$ci dziatania biosensora decyduje
zintegrowana optymalizacja architektury warstwy receptorowej, jakos¢ powierzchni
przetwornika oraz wlasciwy dobor sktadu srodowiska pomiarowego. Dopiero nadzor
i weryfikacja tych parametrow umozliwia uzyskanie uktadéw o wysokiej czulosci
1 selektywnosci, zdolnych do pracy w zlozonych matrycach rzeczywistych.

PODSUMOWANIE

Niniejsza praca prezentuje wyniki badan zrealizowanych w ramach doktoratu dr inz.
Anny Szymczyk-Drozd pod opieka dr hab. inz. Roberta Zidtkowskiego, prof. uczelni.
Opisane tam badania koncentrowaty si¢ na architekturze warstw receptorowych
elektrochemicznych biosensoréw DNA, skupiajac si¢ na poprawie ich czutosci,
stabilnosci oraz mozliwo$ci miniaturyzacji. Kluczowym osiagni¢ciem w konstrukcji
genosensorow bylo zaproponowanie dietylditiokarbaminianu sodu (DEDTC) jako
alternatywy dla standardowo stosowanego MCH, co pozwolilo na uzyskanie
wyzszych sygnatléw pradowych oraz zwigkszenie odpornosci czujnikow do
wykrywania specyficznych sekwencji maczugowca btonicy (C. diphtheriae) na
interferencje biatkowe w matrycach biologicznych. Réwnolegle udowodniono
przewage przetwornikow wytwarzanych metoda osadzania z fazy gazowej (PVD)
nad technologig sitodruku w konstrukcji genosensorow do wykrywania
specyficznych sekwencji DNA SARS-CoV-2 i aptasensora do wykrywania jonow
Hg?>*, wykazujgc, ze niska chropowato$¢ powierzchni PVD sprzyja tworzeniu
uporzadkowanych monowarstw SAM 1 gwarantuje wysoka powtarzalno$¢ sygnatu
w uktadach zminiaturyzowanych. Opracowane rozwigzania znalazly zastosowanie
w czulej detekcji biomarkeréw genetycznych wirusa SARS-CoV-2 i bakterii blonicy
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oraz w monitoringu srodowiskowym jonow rteci i selenianéw. W przypadku detekcji
Hg?** szczegdtowo wyjasniono mechanizm dziatania sensora oparty na tworzeniu
miedzyczasteczkowych mostkéw T-Hg?*-T, co pozwolilo na osiagnig¢cie granicy
wykrywalnosci na poziomie subpikomolarnym. W celu oceny uzyteczno$ci
analitycznej opracowanych uktadéw, ich parametry zestawiono z reprezentatywnymi
danymi literaturowymi dla poszczegodlnych analitow (Tabela 1). Zaproponowane
biosensory charakteryzuja si¢ granicami detekcji umozliwiajacymi analize probek
rzeczywistych (po amplifikacji w przypadku sekwencji DNA) lub spetniajacymi
rygorystyczne normy WHO dla zanieczyszczen $rodowiskowych (Hg?*, SeQ4>).
Cho¢ zaawansowane metody literaturowe wykorzystujace dodatkowe etapy
amplifikacji sygnatu pozwalaja na osiggni¢cie nizszych wartosci LOD niz opisane w
niniejszej pracy biosensory DNA, odbywa si¢ to kosztem wydluzenia i
skomplikowania procedury analitycznej. Gtéwne przewagi opracowanych sensoréw
stanowig: brak konieczno$ci wstepnego przygotowania probki, niski koszt
miniaturowej aparatury pomiarowej oraz uniwersalno$¢ architektury warstwy
receptorowej, co otwiera perspektywe budowy zintegrowanych macierzy do analiz
wieloanalitowych.

Tabela 1. Poréwnanie parametrow analitycznych oraz cech uzytkowych opracowanych biosensorow z
wybranymi rozwigzaniami literaturowymi do detekcji sekwencji DNA (C. diphtheriae, SARS-CoV-2) oraz
jonow (Hg?, Se0,%).

Table 1. Comparison of analytical performance and operational features of the developed biosensors with
selected literature solutions for the detection of DNA sequences (C. diphtheriae, SARS-CoV-2) and ions (Hg?*,
SCO42_).

struktura parametry analityczne
bioreceptor materiat ?a-k res det_ek- LOD 0-:?;’:5
liniowy cja
ssDNA o strukturze tzw. ztota elektroda 0,05-50 SWV 0,05 ta
spinki do wtoséw dyskowa nM nM praca
znakowana MB [21]
> | SsDNA o strukturze tzw. ztota elektroda 13,5-60 SWV 0,5 [34]
"é spinki do wtosow dyskowa nM nM
:.? znakowana MB
g amplifikacja test typu lateral - kolory- 0,043 [35]
o izotermiczna (LAMP) flow dipstick (LFD) metrycz nM
é potfaczona z wizualizacjg | — pasek testowy, -na
g kolorymetryczng i testy na ktérym
S | immunochromatografic pojawiaty sie
o zne prazki
potwierdzajgce
obecnos¢
amplikonu
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ssDNA o strukturze tzw. elektrody - SWV - ta
spinki do wtosow miniaturowe ze (jako- praca
znakowana MB ztotem $cio- [27]
~ osadzonym z fazy wa)
% gazowej (PVD)
3 ssDNA aminowane elektroda z pastg | 1,0 pM- DPV 0,3 [36]
°<= weglowg 8,0 nM pM
2 HT18C6(Ag)
iy zmod. chitozanem
g}: i kropkami
= kwantowymi
ssDNA modyfikowana detekcja w - kolory- | 10 nM [37]
grupami lipofilowymi roztworze metrycz
-na
ssDNA o dtugosci 18 ztote elektrody 0,001- SWV 0,001 ta
nukleotydéw dyskowe 100 nM nM praca
tyminowych (poliT) [31]
znakowana MB
ssDNA o dtugosci 22 elektroda z wegla 1fM-1 elektro- 0,62 [38]
'téo nukleotyddéw szklistego nM chemicz fM
:g znakowana MB modyfikowana na
2, nanoczastkami
ztota
ssDNA o dtugosci 12 reakcja w 12,7 nM | spektro- 12,7 [39]
tymin nieznakowana + roztworze -1uM fluory- nM
podwdjnie znakowana metrycz
na
nowowyselekcjonowan ztota elektroda 1-10 SWv 1nM Ta
& y aptamer w procesie dyskowa nM praca
] SELEX [33]
‘2 enzym (redukcja jonow ztota elektroda 0,141- DPV 0,004 [40]
= Se042 do Se03%) 130 nM nM

Uzyskane wyniki stanowig istotny fundament dla rozwoju nowej generacji
przenosnych czujnikow point-of-care, przeznaczonych do pracy w ztozonych
matrycach rzeczywistych. Potwierdzaja one, ze poprawa parametrow analitycznych
biosensorow wymaga roéwnoczesnej kontroli mechanizméw rozpoznania
molekularnego, wlasciwoséci powierzchni elektrody oraz skladu $rodowiska
pomiarowego. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wykazane przewagi technologiczne
(przetworniki PVD) i modyfikacyjne (zastosowanie DEDTC) odnosza si¢ do
badanych uktadéw, a przeniesienie tych rozwigzan na inne architektury biosensoréw
wymaga kazdorazowo indywidualnego doboru warunkéw wytwarzania warstw
receptorowych i procedur pomiarowych.
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W toku prowadzonych badan zidentyfikowano réwniez potencjalne ograniczenia
opracowanych rozwigzan, istotne z punktu widzenia ich dalszej optymalizacji oraz
zastosowania w bardziej ztozonych i zautomatyzowanych uktadach analitycznych.
Obejmuja one m.in. trwato$§¢ mechaniczng elektrod, koszty oraz skalowalno$é¢
wybranych technologii wytwarzania, a takze wyzwania zwigzane z integracja
biosensorow z uktadami mikroprzeptywowymi i prowadzeniem dhugotrwatych
pomiarbw w probkach rzeczywistych. Jednocze$nie dla zidentyfikowanych
ograniczen prowadzone sa prace ukierunkowane na ich minimalizacj¢ lub eliminacje.
Najwazniejsze z nich przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Ograniczenia miniaturowych, elektrochemicznych biosensorow DNA i mozliwe strategie ich
eliminacji.

Table 2. Current limitations of miniaturized electrochemical DNA biosensors and strategies for overcoming

them.

OGRANICZENIE

PROBA ELIMINACJI/MINIMALIZACIJI

Niewystarczajgca trwato$¢ mechaniczna
elektrod PVD

- pomimo zachowania wysokiej
powtarzalno$ci procesu wytwarzania, w
pojedynczych egzemplarzach stwierdzono
wystepowanie zjawiska delaminacji
warstwy elektrodowej od podtoza.

Trwaja prace nad optymalizacja sposobu
aktywacji podtoza oraz zastosowaniem
miniaturowych przetwornikdéw z elektrodg ztota
wytworzong metodg druku strumieniowego
(ang. aerosol jet printing), oraz nad elektrodami
sitodrukowanymi z wykorzystaniem autorskiej

pasty.

Wysokie koszty oraz bariery
technologiczne wytwarzania elektrod

- metoda napylania PVD wiaze si¢ ze

Dodatkowo istnieje wyrazny brak
skalowalnych alternatyw dla tradycyjnych
warstw ze zlota.

znacznym, nieefektywnym zuzyciem zlota.

Trwaja badania nad zastosowaniem elektrod
srebrnych wytwarzanych przez naukowcow z
Politechniki Warszawskiej, co pozwoli na
znaczng redukcje kosztow.

Ztozono$§¢ transferu rozwigzan z uktadu
stacjonarnego do srodowiska

mikroprzeplywowego

- przeniesienie procedur pomiarowych z
warunkow statycznych do systemu
przeplywowego stanowi istotne wyzwanie
aparaturowe i metodyczne.

Prowadzone sg systematyczne prace nad
doborem odpowiednich parametrow
hydrodynamicznych do prowadzenia pomiaréw
elektrochemicznych w mikrokanale.

Niestabilno$¢ sygnatu pradowego przy
zastosowaniu sond DNA o strukturze
spinki (hairpin) w warunkach
przeptywowych

- dynamika przeplywu ptynu drastycznie
utrudnia uzyskanie powtarzalne;j i stabilnej

Opracowywany jest alternatywny mechanizm
detekcji wykorzystujacy znakowany analit.
Rozwigzanie to gwarantuje generowanie
sygnatlu pomiarowego wytacznie w momencie
zaj$cia swoistej zdarzenia hybrydyzacji,
niwelujac wplyw przeptywu na konformacjg
sondy.
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odpowiedzi pradowej dla konformacji typu

spinki.
Niespecyficzna adsorpcja sktadnikéw Prowadzona jest ewaluacja r6znorodnych
matrycy w trakcie dlugotrwatych matryc biologicznych oraz badania nad
pomiaréw w probkach rzeczywistych sktadnikami niereceptorowymi (blokujacymi)

warstw, co ma na celu ograniczenie

- osadzanie si¢ czasteczek interferujacych oddzialywan niespecyficznych.

na powierzchni biosensora prowadza do
stopniowej degradacji sygnahu.

Koniecznos¢ stosowania ztozonego Zastosowanie mechanizmu opartego na
pomiaru réznicowego w mechanizmie znakowanym analicie eliminuje potrzebe
wykorzystujgcym spinki DNA pomiaru referencyjnego, umozliwiajac
- dotychczasowy schemat detekcji bezposrednia detekcje.

wymuszal rejestracje sygnatu przed i po
reakcji, co komplikowato procedure
analityczng w uktadach ciagtych.

KIERUNKI DALSZYCH BADAN I PERSPEKTYWY ROZWOJU
ELEKTROCHEMICZNYCH BIOSENSOROW DNA

Dalszy rozwdj elektrochemicznych biosensorow DNA bedzie ukierunkowany na ich
miniaturyzacje¢ oraz integracje poszczegélnych etapow procesu analitycznego w
ramach zautomatyzowanych platform. Istotnym kierunkiem badan pozostaje
opracowanie rozwigzan umozliwiajacych analiz¢ probek o ztozonej matrycy, w
szczegolnosci poprzez potaczenie etapu przygotowania probki z bezposrednig
detekcja analitu. W tym kontekscie szczegdlnie perspektywiczne jest wykorzystanie
funkcjonalizowanych nanoczastek magnetycznych jako materiatow
umozliwiajacych selektywny wychwyt i izolacj¢ kwaséw nukleinowych przed
etapem detekcji [41]. Dalszy rozwdj takich materiatow moze prowadzi¢ do
otrzymania hybrydowych nanosorbentow, ktére poza funkcjga separacyjng beda
pehity réwniez rolg znacznikéw elektrochemicznych lub katalitycznych,
umozliwiajac ograniczenie liczby etapéw procedury analitycznej, a nawet eliminacje
koniecznosci desorpcji wychwyconego analitu [42].

Kolejnym istotnym kierunkiem be¢dzie integracja miniaturowych biosensor6w DNA
z ukladami mikroprzeptywowymi. Polaczenie receptorow biologicznych,
przetwornikdéw elektrochemicznych oraz uktadow odpowiedzialnych za transport i
przygotowanie probki moga umozliwi¢ opracowanie kompaktowych i czg$ciowo lub
w pelni zautomatyzowanych platform analitycznych. Rozwiazania typu lab-on-a-
chip moga w przysztosci pozwoli¢ na ograniczenie zuzycia probek i odczynnikow,
skrocenie czasu analizy oraz uproszczenie procedury pomiarowej. Szczeg6lnie
interesujacg perspektywa jest rozwoj przenosnych systemow wykorzystujacych
jednorazowe kasety diagnostyczne, w ktorych uzytkownik ograniczatby swoje
dzialanie do wprowadzenia probki, podczas gdy kolejne etapy analizy bylyby
realizowane automatycznie.

Rownolegle rozwijane bgda strategie umozliwiajace wieloparametrowa detekcje
roznych analitow w ramach jednego pomiaru. Zastosowanie wielopolowych,
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planarnych uktadow elektrod, w tym struktur wytwarzanych z wykorzystaniem
technologii PVD, moze stworzy¢ podstawe do jednoczesnej analizy wielu sekwencji
genetycznych lub innych biomarkeréw. Integracja takich ukladéw z odpowiednio
zaprojektowanymi warstwami receptorowymi oraz systemami mikroprzeptywowymi
moze prowadzi¢ do powstania wieloparametrycznych platform diagnostycznych o
zwigkszonej przepustowosci.

Perspektywicznym kierunkiem pozostaje rowniez rozwdj nowych strategii
rozpoznawania molekularnego, pozwalajacych na ograniczenie wptywu ograniczen
zwigzanych z oddzialywaniami zachodzacymi bezposrednio na powierzchni
elektrody. Szczegélne znaczenie moze mie¢ wykorzystanie hybrydowych
mechanizméw homofazowo-heterofazowych, w ktorych oddziatywanie pomigdzy
receptorem a analitem zachodzi cz¢$ciowo w roztworze, a nastgpnie jest przektadane
na odpowiedz elektrochemiczng. Takie podejscie moze przyczyni¢ si¢ do
zwigkszenia uniwersalnos$ci 1 elastycznosci konstrukcji geno- i aptasensoréow oraz
poszerzenia zakresu oznaczanych analitéw, w tym sekwencji DNA patogenow i
zwigzkow matoczgsteczkowych istotnych z punktu widzenia bezpieczenstwa
Zywnosci.

W dalszej perspektywie szczegblnie obiecujace wydaje si¢ polaczenie
miniaturyzacji, mikrofluidyki, zaawansowanych materiatdw funkcjonalnych,
multipleksowej detekcji oraz automatycznej analizy danych. Integracja tych
elementéw moze umozliwi¢ opracowanie przeno$nych i prostych w obstudze
systemow analitycznych, przeznaczonych nie tylko do zastosowan laboratoryjnych,
lecz takze do analizy w miejscu pobrania probki. Tak rozwijane platformy
elektrochemicznych biosensor6w DNA mogg znalez¢ zastosowanie w diagnostyce
klinicznej, monitoringu Srodowiska oraz kontroli bezpieczenstwa zywnosci,
przyczyniajac si¢ do skrocenia czasu uzyskania wyniku i zwiekszenia dostgpnosci
zaawansowanych metod bioanalitycznych.

PODZIEKOWANIE

Niniejsza praca zostala wykonana w ramach projektu IDUB against COVID-19 nr.
1820/45/201/2020 i projektu LIDER POB BIB nr. CPR-IDUB/130/Z01/POB4/2023
finansowanych ze $rodkéw Politechniki Warszawskiej uzyskanych w ramach
programu ,,Inicjatywa Doskonatos$ci - Uczelnia Badawcza” oraz projektu ASTACUS
TECHMATSTRATEG-11I/0042/2019-00 finansowanego przez Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju. Praca doktorska napisana na podstawie prezentowanych wynikow
badan zostata wyrdzniona nagrodg Komitetu Chemii Analitycznej PAN za najlepsza
prac¢ doktorska w dziedzinie elektrochemii sponsorowang przez firme nLab.
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