Zadanie 6 — propozycja rozwigzania + komentarz

A. Przyporzqgdkuj do poszczegdlnych doswiadczen (a,b,c) odpowiednie krzywe kalibracji (d,e,f)
i uzasadnij, z czego mogq wynikac¢ rdznice w charakterze krzywych (ich nachylen). Jak
sqdzisz, czy podobne roznice bytyby mozliwe do zaobserwowania w przypadku detekcji
wykorzystujgcej znakowanie (np. fluorescencyjne)? (3 pkt)

Prawidtowe odpowiedzi:

a-e
b-f
c-d
Uzasadnienie:

Rezonans plazmondéw powierzchniowych jako technika bezznacznikowa bazuje na zmianach
wiasciwosci optycznych na powierzchni biosensora, wywotanych wigzaniem z powierzchnig czgsteczek
analitu. Z tego wzgledu wartosc uzyskanego sygnatu (dRU) bedzie zalezata od masy analitu. Sekwencja
oligonukleotydowa o dtugosci 15 zasad, z racji wiekszej masy w poréwnaniu do sekwencji o dtugosci
10 zasad, bedzie wywotywata wieksze zmiany wspodtczynnika zatamania $wiatta dla tego samego
stezenia. Przetozy sie to na wiekszg czutos¢ oznaczenia — a co za tym idzie uzyskamy wieksze nachylenie
krzywej kalibracji.

Najmniejsze nachylenie krzywej kalibracji bedzie obserwowane dla sekwencji o dtugosci 10 zasad
z pojedynczg mutacja punktowa. Pomimo bardzo zblizonej masy do sekwencji w petni
komplementarnej (réwniez o dtugosci 10 zasad), wydajno$¢ wigzania takiej sekwencji z sondg DNA
immobilizowang na powierzchni bedzie znaczagco mniejsza. Mutacja punktowa istotnie utrudnia
taczenie sie nici DNA w posta¢ podwdjnej helisy. Taki kompleks cechuje duzo mniejsza tzw.
termodynamiczna stata trwatosci — nici wigzg sie zdecydowanie mniej ,,chetnie” niz w przypadku petnej
komplementarnosci. (warto w tym miejscu zwrdci¢ uwage, ze kwasy nukleinowe posiadajg tadunek
ujemny z uwagi na obecnos¢ fancuchow fosforanowych, dlatego fragmenty niekomplementarne
z reguty sie odpychaja).

W przypadku detekcji posredniej, wykorzystujacej np. znakowanie fluorescencyjnej BYtOBY MOZLIWE
zaobserwowanie réznic w komplementarnosci (ni¢ znakowana fluorescencyjnie z mutacjg punktowa
wigzataby sie mniej wydajnie z powierzchnig, co skutkowatoby mniejszg zarejestrowang fluorescencja.
Z kolei zaobserwowanie réznicy w diugosci wigzanej sekwencji (przy takiej samej dtugosci odcinka
wigzacego) NIE BYLOBY MOZLIWE — intensywno$¢ sygnatu zalezataby w tym przypadku jedynie od
liczby zwigzanych czgsteczek DNA, a nie ich masy.



B. Techniki bezznacznikowe, oprdcz zastosowania w biosensorach do oznaczania stezen
waznych bioanalitow, mogq zosta¢ wykorzystane rowniez do szeroko pojetych badan
odziatywan miedzy czgsteczkami biologicznymi. Wskaz, jakie inne informacje na temat
oddziatywan miedzyczgsteczkowych (np. DNA-DNA czy przeciwciato-antygen) mozna uzyskac
za pomocq technik bezznacznikowych. Z czego wynika ich przewaga nad technikami
wykorzystujgcymi znaczniki? (4 pkt)

Inne informacje na temat oddziatywan miedzyczgsteczkowych uzyskiwane za pomocg technik
bezznacznikowych, to m, in:

- termodynamiczne state trwatosci (stata asocjacji, stata dysocjacji, termodynamiczne powinowactwo

itp.)
- informacje na temat kinetyki oddziatywan,

Przewagi technik bezznacznikowych wzgledem technik wykorzystujgcych znaczniki:

PRZEDE WSZYSTKIM:

- mozliwos¢ obserwowania oddziatywan biologicznych w tzw. czasie rzeczywistym (dzieki temu mozna
badac kinetyke tworzenia wigzan i ich dysocjacji, szybkos$¢ reakc;ji itp.),

- uzyskiwany sygnat zalezy bezposrednio od wtasciwosci badanego analitu a nie od znacznika,

A TAKZE:

- prostota (brak koniecznosci stosowania znacznika skutkuje mniejszg iloscig etapow detekcji),

- oszczedno$é czasu,

C. Biosensor DNA wykorzystujqgcy zjawisko hybrydyzacji powinien cechowac sie zdolnosciqg do
wielokrotnego, odwracalnego wiqzania specyficznej, oznaczanej sekwencji. Wiedzqgc, jakie
zjawisko jest odpowiedzialne za wiqzanie analitu, zaproponuj dwa przyktady strategii
regeneracji warstwy receptorowej. Uzasadnij odpowiedZ w 1-2 zdaniach. (3 pkt)

Regeneracja warstwy receptorowej biosensora DNA polega na rozpadzie komplekséw receptor-analit
poprzez ostabienie tworzacych je oddziatywan (w tym przypadku celem jest zniszczenie podwdjnej
helisy — tzw. dehybrydyzacja). Nalezy unika¢ jednak stosowania drastycznych warunkéw, ktére moga
doprowadzi¢ do degradacji lub desorpcji sekwencji DNA sondy - biosensor powinien zachowac
zdolnos¢ do wielokrotnego, odwracalnego wigzania sekwencji oznaczanej.

Odwracalng dehybrydyzacje podwadjnej helisy mozna osiggna¢ poprzez zastosowanie np.:
- wysokiego pH (np. roztworu NaOH) (rozpad wigzan wodorowych),
- roztworu surfaktanta (rozpad wigzan wodorowych),

- roztworu o matej sile jonowej lub rozpuszczalnikéw organicznych (zwiekszenie sit odpychania
pomiedzy ujemnie natadowanymi taricuchami),

- podwyiszonej temperatury (rozpad wigzan wodorowych) — rozwigzanie mato praktyczne
w przypadku biosensoréw SPR, jednak szeroko stosowane np. w technice PCR.



