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STRESZCZENIE

Potencjat aplikacyjny bioczujnikow zapachu zwigzany jest gléwnie
zich uzyteczno$cig w diagnostyce medycznej, kontroli jakosci produktow
zywno$ciowych, analityce 1 monitoringu S$rodowiska, wykrywaniu substancji
niebezpiecznych i innych branzach powiazanych z zapachami. Mimo niewatpliwych zalet
dotychczas stosowanych, klasycznych metod analizy substancji lotnych, takich
jak techniki olfaktometryczne i chromatografia gazowa, poszukiwane sa nowe
rozwigzania konstrukcyjne i aparaturowe, ktore niwelujg niektére niedogodnosci
dotychczas stosowanych technik. Postep w dziedzinie bioczujnikoéw zapachu zwigzany
jest przede wszystkim z rozwojem materiatbw w zakresie elementow receptorowych
bioczujnikow. Oprocz biologicznych elementéw systemow wechowych, w bioczujnikach
zapachu wykorzystywane sg struktury odwzorowujace ich sposoéb dziatania. Przyktadem
sa syntetyczne peptydy, ktére projektowane sg w taki sposob, aby po immobilizacji
nasladowa¢ swoja struktura i charakterystyka dziatania miejsca wigzace czasteczki
zapachowe w receptorach wechowych. Zastosowanie syntetycznych peptydow,
jako elementéw receptorowych stanowi obecnie jeden z trendow w rozwoju
bioczujnikow zapachu. Jednak wcigz wymagane sg badania podstawowe obejmujace
optymalizacje techniki osadzania, okreslenie wptywu dlugosci i sktadu aminokwasowego
fancucha peptydu na powinowactwo do okreslonych ligandéw. Wyniki badan
modelowania molekularnego umozliwity wyselekcjonowanie peptydow wykazujacych
powinowactwo do wybranej grupy zwiazkéw zapachowych (aldehydy alifatyczne
srednio- 1 dlugotancuchowe). Synteza i opracowana technika osadzania peptydéw na
czujnikach piezoelektrycznych umozliwita efektywng 1 powtarzalng konstrukcje
bioczujnikdw. Okre$lona zostala zaleznos¢ miedzy rodzajem i diugoscig tancucha
peptydowego, a wplywem na wigzanie ligandu. W celu weryfikacji modeli in silico
dokowania receptor/ligand postuzono si¢ danymi eksperymentalnymi. Okreslony zostat
stopien powinowactwa peptydow do danych grup zwiazkow i podstawowe parametry
skonstruowanych bioczujnikow. Opracowana technika immobilizacji zapewnila
powtarzalng budowg bioczujnika, umozliwiajacego selektywna analiz¢ aldehydow

$rednio- 1 dlugotancuchowych.

Stowa kluczowe: czujniki; bioczujniki, przetworniki piezoelektryczne, elektroniczny nos,

bioelektroniczny nos; odoranty, biatka wigzqce odoranty, peptydy.



ABSTRACT

The applicatory potential of odour biosensors is related to their usefulness
in medical diagnostics, food quality control, environmental monitoring and other
industries where odorants are present. A milestone was discovery of genes coding
receptor proteins, of the rhodopsin-like family interacting with a particular chemical
substance. Biosensors or biosensor arrays, are devices that can soon become
supplementary to the classic analytical techniques. Progress in the field of electronic
analogues of the biological olfactory systems is closely related to the development
of sensors’ construction materials. Apart from typical biological components
of the olfactory systems, the odour biosensors utilize structures mimicking biological
materials such as synthetic peptides. The structure and characteristics of those materials
are designed to simulate the binding sites in the olfactory receptors responsible for biding
odorous molecules. An important issue in the construction of the biosensors is their
lifetime  and  repeatability = associated ~ with  effective = immobilization.
A peptide can be immobilized on the sensor’s surface without the lipid bilayer.
Additionally, the possibility of storage of peptides in refrigerator for a few months
and stability of the immobilized sensitive layers make these materials the most suitable
for implementation in commercial odorant biosensors. Research studies have been
focused on characterization of the influence of the length and composition of peptides
chain on biosensor detection parameters. The main purpose of this project
was to investigate the occurrence of characteristic interactions between selected receptors
(synthetic peptides) and ligands (odorant compounds). The current state of knowledge
in the odorant biosensors with the active elements as synthetic peptides, is limited. The
main challenge in peptide-based biosensors design is optimization of the effect of
polypeptide chain length and composition on biosensors parameters. Implementation of
this type of biological material as a sensor receptor layer allows determining the degree
of affinity of selected peptides for particular groups of compounds and characterize
peptide-based biosensor’s main parameters. The developed immobilization technique
enabled for reproducible construction of the biosensors, based on a biomimetic peptide,

for selective analysis of medium- and long-chain aldehydes.

Key words: sensors; biosensors, piezoelectric transducers, electronic nose, bioelectronic

nose; odorants, odorant binding proteins, peptides.



WYKAZ SKROTOW I AKRONIMOW

Skrot/Akronim Termin anglojezyczny Termin polskojezyczny

AC Adenylyl Cyclase Cyklaza adenylowa
AFM Atomic Force Microscope Mikroskop sit atomowych
ATP Adenosine-5 -Triphosphate ~ Adenozyno-5'-trifosforan
B-EN Bioelectronic Nose Bioelektroniczny Nos

3" 5"-cyclic Adenosine Cykliczny adenozyno-3',5'-
cAMP
Monophosphate monofosforan

EN Electronic Nose Elektroniczny Nos
FET Field Effect Transistor Tranzystor polowy

GC Gas Chromatography Chromatografia gazowa
GDP Guanosine-5-diphosphate Guanozyno-5'-difosforan
GTP Guanosine-5-triphosphate  Guanozyno-5'-trifosforan

Akt j i
Ano2 (channel) Calcium-activated chloride Wowanyjonaml
. wapnia kanatl chlorkowy
channel Anoctamin-2 )
anoktaminy-2
Cyclic Nucleotide-Gated Kanatl bramkowany
CNG (ch ) .

(channel) Channel cyklicznym nukleotydem
LOD Limit of Detection Granica wykrywalnosci
ECD Electron Capture Detector ~ Detektor wychwytu jondw

Maci
ECM (matrix) Extracellular Matrix acwrz’
wewnatrzkomorkowa
. Detektor ptomieniowo-
FID Flame Ionisation Detector . ,
jonizacyjny
Maci
ICM (matrix) Intracellular Matrix a01erzr
zewnatrzkomorkowa

MS Mass Spectrometry Spektrometria mas
MEA Microelectrode array Matryca mikroelektrod
OBP Odorant Binding Protein Biatko wigzace odoranty

OBPP Odorant Binding Protein-  Peptyd pochodzacy z biatka
derived Peptide wigzacego odoranty

OR Olfactory Receptor Receptor wechowy

N toré
OSNs Olfactory Sensory Neurons eul;(\:zzhl;)evcszirlz }? oW
_ . _ Peptyd odwzorowujacy
PMP Protein-Mimetic Peptide .
biatko
Quartz Crystal .
Mikr
oCcM Microbalance ikrowaga kwarcowa
S N :
SAM Self-Assembled Monolayer amoorganizujaca sig
monowarstwa
SPR Surface Plasmon Powierzchniowy rezonans
Resonance plazmonowy



Skrot jedno-,

Nazwa aminokwasu

Nazwa aminokwasu

trzyliterowy anglojezyczna polskojezyczna

A, Ala Alanine Alanina

R, Arg Arginine Arginina
N, Asn Asparagine Asparagina
D, Asp Aspartic acid Kwas asparaginowy
C, Cys Cysteine Cysteina

E, Glu Glutamic acid Kwas glutaminowy
0, Gin Glutamine Glutamina
G, Gly Glycine Glicyna

H, His Histidine Histydyna

I, Ile Isoleucine Izoleucyna
L, Leu Leucine Leucyna

K, Lys Lysine Lizyna
M, Met Methionine Metionina
F, Phe Phenylalanine Fenyloalanina
P, Pro Proline Prolina

S, Ser Serine Seryna

T, Thr Threonine Treonina

W, Trp Tryptophan Tryptofan

Y, Tyr Tyrosine Tyrozyna

V, Val Valine Walina



1. WPROWADZENIE

Tysiagce lat ewolucji umozliwily organizmom wyksztatlcenie zmystow
1 towarzyszacych im mechanizmoéw wyr6zniajacych si¢ uniwersalnoscia, odpowiednia
wydajnos$cig, wrazliwo$cig 1 tolerancja na przesycenie. Do podstawowych zmystow
cztowieka zalicza si¢ wzrok, stuch, dotyk, wech 1 smak [1]. Pierwsze trzy odpowiedzialne
sg za rozpoznawanie bodzcoéw fizycznych, a dwa pozostate bodzcow chemicznych [2].
Zapachy moga wywolywa¢ emocje, wspomnienia, wplywa¢ na aktywacje
autonomicznego uktadu nerwowego, a takze ksztattowaé odczucia wgchowe i smakowe
zwigzane z produktami zywnos$ciowymi i ich przydatnoscia do spozycia [3].
Wedlug najnowszych badan, ludzki zmyst wechu jest w stanie reagowac¢ na ponad
1 bilion bodzcow zapachowych [4], co akcentuje stopien jego skomplikowania i sktania
do dalszego poszerzania prac badawczych nad percepcja zapachdéw [3], zwlaszcza
na poziomie genetycznym. Przyktadowo, cztowiek posiada okoto 1000 genow
receptorow wechowych (OR) ale tylko okoto 390 koduje biatka receptoréw wechowych,
podczas gdy pozostate to niekodujace pseudogeny [5], ktore wedlug najnowszych
wynikow badan, moga jednak potencjalnie determinowa¢ funkcjonowanie receptorow
[6]. Rozwdj wiedzy dotyczacy ORs nie tylko przyspiesza badania nad podstawowymi
mechanizmami we¢chowymi ale takze dynamizuje postgp w zakresie czujnikow

inspirowanych biologicznymi systemami wechowymi [7].

Aparat wechowy cztowieka zlokalizowany jest w jamie nosowej, ktorej goérna czes$¢
zawiera nablonek wechowy [8,9]. Wykazano, ze integracja wrazen wechowych
z informacjami smakowymi moze by¢ inicjowana juz na poziomie komorek receptorow
smakowych [10], rozmieszczonych w brodawkach w nabtonku powierzchni jezyka.
Cechg charakterystyczng systemu wechowego jest to, iz receptory wechowe
bezposrednio polaczone sa ze strukturami w moézgu wchodzacymi w sktad drogi
wechowej (Rysunek 1C) odpowiedzialnymi za rozpoznawanie zapachu, generowanie

emocjii ich zapamietywanie.

Schemat budowy narzadow wechowych oraz drogi wechowej cztowieka

przedstawiono na Rysunku 1.
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Rysunek 1. (A) Ogoélny schemat budowy uktadu wechowego czlowieka umiejscowionego w twarzoczaszce.
(B) Schemat budowy, sposobu generowania i transdukcji sygnatu w receptorze wechowym. Aktywacja receptora
zachodzi poprzez przytaczenie si¢ do niego ligandu (czasteczki zapachowej) i prowadzi do aktywacji enzymu
btonowego — cyklazg adenylowa (AC) za posrednictwem jednej z podjednostek biatka G [11]. Pobudzenie receptora
prowadzi do przeksztatcenia GDP w GTP. Aktywnos$¢ AC prowadzi do zwigkszenia st¢zenia czasteczek cyklicznego
AMP w komorce oraz otwarcia zaleznych od cAMP btonowych kanatow kationowych. Otwarcie kanatow jonowych
powoduje naptyw do komorki kationéw sodowych i w konsekwencji powstanie potencjatu czynno$ciowego w neuronie
wechowym, poprzez depolaryzacje aksonu [12-14]. Duze stezenie kationow Ca’' aktywuje kanaly chlorkowe,
umozliwiajac uwolnienie jonéw Cl, wzmacniajac jednocze$nie natgzenie pradu dokomoérkowego [15].
(C) Podstawowe elementy drogi wechowej, jaka pokonuja wrazenia chemosensoryczne odbierane przez receptory
wechowe 1 transmitowane do struktur mézgowych i o$rodkow posredniczacych, ktorych szlaki przetwarzania
wechowego zlokalizowane sa glownie w pierwszorzedowej korze wechowe;.

Budowa uktadu wechowego (Rysunek 1A) opisana jest w sposob doktadny
1nie pozostawia wielu niewiadomych, natomiast mechanizmy generowania
i odczytywania skomplikowanych wrazen wechowych zostaty czeSciowo rozwiktane
dopiero w 2004 roku. Wyniki badan nad zmystem wechu, profilowaniem genetycznym
oraz analizg biatek wechowych, przeprowadzone przez Richarda Axela i Lind¢ Buck,
rzucily nowe $wiatlo na procesy odczytywania przez mozg informacji zapachowych
[16,17]. Potwierdzono, ze o$rodkiem odpowiedzialnym za przetwarzanie informacji

zapachowych jest wechomozgowie. Wraz z rozwojem wiedzy na temat mechanizmow
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warunkujagcych powonienie w  biologicznych ukladach wechowych [18,19],
zaobserwowa¢ mozna znaczacy postep w dziedzinie analizy zapachoéw [20,21], zwigzany
m.in. ze stosowaniem do budowy czujnikow materiatow pochodzenia biologicznego [22].
Klasyczne metody analizy substancji gazowych opieraja si¢ gldéwnie na wykorzystywaniu
chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometria mas (GC-MS) [23,24]
1 technik olfaktometrycznych [25]. Do urzadzen, ktore staja si¢ ich uzupelnieniem, naleza
czujniki 1 bioczujniki substancji gazowych, ktore po potagczeniu w matryce okreslane
sa w literaturze jako wurzadzenia z grupy elektronicznych nosow (EN) [26]
1 bioelektronicznych noséw (B-ENs) [27]. Materialy (rowniez komercyjnie dostgpne),
wykorzystywane do konstrukcji czujnikow, petnigce funkcje warstwy chemoczutej,
obejmujg gldwnie poétprzewodniki tlenkow metali 1 polimery przewodzace [28].
Ich wzglednie niska stabilno$¢ 1 selektywnos¢ wzgledem lotnych zwigzkéw
zapachowych, sklania do poszukiwania nowych materialdow receptorowych [22,29].
Podejmowane s3 proby odzwierciedlenia mozliwosci biologicznych ukladow
wechowych poprzez implementacje ich elementow w warstwie receptorowe]
bioczujnikow [27]. Potencjat aplikacyjny bioczujnikow zapachu zwigzany jest
m.in. z ich uzyteczno$cig w diagnostyce medycznej [30], kontroli jakosci produktow
zywnosciowych [31], analityce i monitoringu §rodowiska [32], wykrywaniu substancji
niebezpiecznych i wybuchowych [33], standaryzacji zapachdéw [34] oraz innych branzach
zwiazanych z zapachami [22,35-38]. Doktadniejsze odwzorowanie zmystu wechu,
poprzez implementacj¢ materiatdbw pochodzenia biologicznego, stosowanych
w bioczujnikach zapachu, moze znacznie poszerzy¢ spektrum ich zastosowan.
Rozw¢j potencjalu aplikacyjnego bioczujnikow zapachu zwigzany jest gltéwnie
z poglebianiem wiedzy nt. materiatow petligcych role funkcjonalnych warstw

receptorowych bioczujnikow.

Przyklady zastosowan bioczujnikow zapachu oraz schemat ich budowy

przedstawiono na Rysunku 2.
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Rysunek 2. (A) Przyktadowe zastosowania oraz (B) schemat elementéw budowy bioczujnikow zawierajacych roznego
typu biologiczne elementy receptorowe, ktéore w potaczeniu z odpowiednim przetwornikiem drugorzedowym i
systemem przetwarzania sygnatu umozliwiajg analiz¢ substancji lotnych.

Oprécz  typowo biologicznych  komponentow  systemow  wechowych  [39],
w bioczujnikach zapachu wykorzystywane sg struktury odwzorowujace materiaty
biologiczne, takie jak syntetyczne peptydy [40-42] bedace obecnie w fazie
dynamicznego rozwoju [27,43,44]. Projektowane sg w ten sposob, aby nasladowac swoja
struktura i1 charakterystyka dziatania miejsca wigzace czasteczki zapachowe wystepujace
w Dbiologicznych systemach wechowych. Ustawicznie poszukiwane sg sekwencje
peptydow, ktore umozliwityby selektywng 1 specyficzng detekcje wybranych substancji
gazowych. Zwlaszcza owadzie systemy wechowe [45,46] sg inspiracja do opracowania
bioczujnikdw z elementem aktywnym pochodzenia biologicznego, np. wyizolowane
narzady owadow [47-49]. Ze wzgledu na trudno$ci w interpretacji sygnalow i problami
ze stabilno$cig tego typu materialéw [48,50] coraz czestszym rozwigzaniem jest
pozyskiwanie okreslonych biatek receptoréw zapachowych [51], [52] w odpowiednich
systemach ekspresyjnych. Wyrézni¢ tutaj mozna specjalny typ bialek wiagzacych
odoranty (OBPs). Moga one uczestniczy¢ w procesie wigzania ligandéw 1 transporcie
lub dezaktywacji sygnalow. OBPs nie s3 natomiast wymagane w toku dalszego
przekazywania sygnatu, z kompleksu OBP — ligand, gdyz ligand uwalniany
jest po dotarciu do specyficznego receptora [53]. Wysokie stezenie tych biatek

w wydzielinie nosowej kregowcow sugeruje duze znaczenie w percepcji substancji
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wonnych 1 istotny udziat w wigzaniu ligandow [54]. Duza r6znorodnos¢ oraz relatywnie
wysoka stabilnos¢ czesci z tych biatek sprawia, ze sg one coraz czeéciej wykorzystywane
do konstrukcji bioczujnikdw zapachu [55-57]. OBPs naleza do kluczowych elementéw
systemOw chemosensorycznych [58] 1 posiadaja ogromny potencjal w rozwoju
elementow receptorowych bioczujnikoéw do detekcji naturalnych i syntetycznych lotnych
zwiazkow organicznych [59-66]. Nalezy nadmieni¢, ze ich uzyteczno$¢ w systemach
bioelektronicznych dopiero zaczyna by¢ rozwijana [57]. Trudno$ci zwigzane
ze stosowaniem tego typu materiatdéw do budowy bioczujnikéw dotycza gléwnie metod
ich produkcji i zachowania wymaganej stabilnosci [30]. Dlatego tez opracowywane
sg podejscia metodologiczne 1 aparaturowe, oparte o wykorzystanie do budowy
bioczujnikow syntetycznych odpowiednikow nasladujacych dziatanie miejsc wigzacych
ligandy, ktore wystepuja w OBPs i ORs. Wykorzystywanie komponentow biatek, takich
jak regiony specyficzne dla okreslonych ligandow, badz syntetycznych peptyddéw nalezy

do nowych trendow w analizie prostych czasteczek zapachowych [43].

Pierwsze peptydy stosowane do wykrywania zwigzkéw zapachowych, bazujace
na receptorach wechowych psow, zostaty opracowane pod koniec lat 90. [67].
Wybrane sekwencje peptydow zawieraly od 9 do 14 reszt aminokwasowych. Przyktadem
moga by¢é dwa peptydy — orp6l i1 orpl89, ktorych przytaczenie do powierzchni
przetwornika umozliwito wykrywanie trimetyloaminy i amoniaku. Otworzylo to nowa
sciezke w dziedzinie analizy zwiazkow lotnych z wykorzystaniem bioczujnikéw [43].
W wymienionych zastosowaniach charakterystyczne jest to, ze do budowy czujnika
konieczna jest znajomo$¢ wiazacych par — receptoréw zapachowych i odpowiednich
ligandow, a nie mechanizméw przekazywania sygnatu wechowego [68].
Biatka receptoréw zapachowych nalezag do grupy receptorow btonowych, dlatego
ich stabilno$¢ konformacyjna silnie zalezy od sposobu otrzymywania. Zachowanie
wysokiej powtarzalno$ci wytwarzania nie jest mozliwe lub jest bardzo trudne
do osiggniecia [27,43]. Krotkotancuchowe peptydy, nie musza posiadac struktury
trzeciorzgdowej 1 btony lipidowej do efektywnego osadzenia na przetworniku 1 wigzania
okreslonych ligandow [69,70]. Jesli mozliwe jest wyznaczenie specyficznego miejsca
wigzania czasteczki odoranta do receptora, to moze zosta¢ rowniez ustalona sekwencja
peptydu stanowigca fragment danego receptora biorgcy udzial w wigzaniu ligandu.
Wykorzystanie takiego peptydu moze podwyzszy¢ specyficznos¢, powtarzalno$é

1 czuto$¢ biosensora. Ponadto sprowadza si¢ to rowniez do latwiejszego okreslenia
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sygnatu wyj$ciowego 1 obnizenia kosztow produkcji [71]. PomyS$lna implementacja
peptydow w zakresie elementow receptorowych bioczujnikow wymaga badan
podstawowych obejmujacych m.in. optymalizacj¢ techniki osadzania, okreslenia wptywu
dtugosci 1 sktadu aminokwasowego tancucha peptydu jak 1 podstawowych parametrow
metrologicznych konstruowanych bioczujnikéw. Zoptymalizowanie techniki osadzania
peptydow na przetworniku drugorzedowym powinno umozliwi¢ powtarzalng konstrukcje
bioczujnikow substancji lotnych. Podstaw¢ dysertacji doktorskiej stanowi proba
optymalizacji  techniki osadzania zaprojektowanych warstw receptorowych,
ktore powinny wykazywaé specyficznos¢ wobec docelowej grupy zwigzkow

oraz okreslenie podstawowych parametrow skonstruowanych bioczujnikow.

Wymienione powyzej zagadnienia zostaly szczegétowo scharakteryzowane 1 szerzej
opisane w cyklu publikacji naukowych sktadajacych si¢ na realizacje¢ przewodu

doktorskiego. Czes¢ teoretyczna pracy oparta jest na dwoch pracach przegladowych:

e Wasilewski, T.; Gebicki, J.; Kamysz, W. Bioelectronic nose: Current status
and perspectives. Biosens. Bioelectron. 2017, 87, 480—494;

e Wasilewski, T.; Gebicki, J.; Kamysz, W. Advances in olfaction-inspired
biomaterials applied to bioelectronic noses. Sensors Actuators B Chem. 2018,

257,511-537.

Trzy publikacje oryginalne, w ktorych przedstawione zostaly wyniki badan, stanowig

cze$¢ eksperymentalng pracy:

e Wasilewski, T.; Szulczynski, B.; Kamysz, W.; Ggbicki, J.; Namie$nik,
J. Evaluation of Three Peptide Immobilization Techniques on a QCM Surface
Related to Acetaldehyde Responses in the Gas Phase. Sensors 2018, 18, 3942;

e Wasilewski, T.; Szulczynski, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gebicki, J.
A Highly Selective Biosensor Based on Peptide Directly Derived from the
HarmOBP7 Aldehyde Binding Site. Sensors 2019, 19, 4284;

e Wasilewski, T.; Szulczynski, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Ggbicki, J.
Determination of Long-Chain Aldehydes Using a Novel Quartz Crystal

Microbalance Sensor Based on a Biomimetic Peptide. Microchem. J. 2019,

Wymienione publikacje naukowe, wraz z o$wiadczeniami wspotautorow,

zalgczono chronologicznie w rozdziale 7.
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2. PROBLEMATYKA PORUSZANA W RAMACH ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ I ZREALIZOWANE CELE BADAWCZE

Podstawowym celem naukowym rozprawy doktorskiej jest zbadanie oddziatywan
pomiedzy receptorami sktadajacymi si¢ z wyselekcjonowanych peptydow a analitami
(lotnymi substancjami zapachowymi), w celu opracowania bioczujnikéw zapachu.
Poszerzenie mozliwosci aplikacyjnych bioczujnikow zapachu silnie zwigzane jest
z postgpem w zakresie rozwigzan konstrukcyjnych oraz materialdow biologicznych
osadzanych na przetwornikach. Istnieje szczego6lnie duze zapotrzebowanie na badania
podstawowe obejmujace optymalizacje dlugosci 1 sktadu tancucha peptydowego.
Kluczowe znaczenie w projektowaniu i konstrukcji bioczujnikow ma rodzaj elementu
receptorowego, jak réwniez technika sprzegania z czeScig przetwornikowa,
determinujace parametry metrologiczne bioczujnikow. Pomiary rzeczywistych mieszanin
wzorcowych gazéw umozliwity potwierdzenie wystgpowania charakterystycznych
oddzialywan i oszacowanie parametroOw metrologicznych otrzymanych bioczujnikow.
Ich charakterystyke okreslono m.in. poprzez odpowiedzi bioczujnikow wzgledem
r6znych klas zwigzkéw zapachowych, w tym aldehydéw $rednio- i1 dtugotancuchowych
(powyzej pieciu atoméw wegla w tancuchu). Majac na uwadze uzyteczno$¢ detekcji
aldehydow w przysztych zastosowaniach (wskazniki starzenia thuszczy i markery chordb
uktadu oddechowego) zostaly one wybrane jako wzorce na etapie projektowania
bioczujnikow. Aldehydy dhlugotancuchowe sg potencjalnymi markerami chorob uktadu
oddechowego (wczesna diagnoza raka pluc w kondensatach wydychanego powietrza
[72,73]) 1 zaburzen metabolizmu [74]. Zakwalifikowano je réwniez do grupy
wskaznikow procesow utleniania thluszczy [75], gdzie wykorzystywany jest wzrost
zawartosci aldehydow lub ich stosunek ilosciowy w badanej probce, pozwalajacy
okresli¢ stopien degradacji oleju. Wynikiem utleniania lipidéw w olejach jest
powstawanie licznych lotnych zwigzkow (pierwotne i wtérne produkty utleniania),
m.in. aldehydow [76]. Przyktadowo, nonanal mozna uzna¢ za wskaznik stabilnosci
oksydacyjnej powstajacy w procesie autooksydacji olejow zwierajacych w swoim
sktadzie duze ilosci kwasu linolowego i linolenowego (olej rzepakowy, oliwa z oliwek)
[77]. Aldehydy produkowane przez skore sa produktem peroksydacji lipidow i sktadaja
si¢ na profil zapachowy cztowieka, ktory okresla ogdlny stan higieny, jak i prawidtowos¢

procesow metabolicznych zachodzacych w organizmie [74].
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2.1. Stan wiedzy 1 perspektywy rozwoju bioczujnikOw w analizie zapachow

Dotychczasowa  wiedza na  temat  biologicznego  ukltadu  wechu,
metod charakteryzowania 1 pozyskiwania materialow inspirowanych systemami
wechowymi, umozliwia ich wykorzystanie w bioczujnikach zapachu [56].
Osiagnigcia z dziedzin biologii, inzynierii genetycznej, biotechnologii i nanotechnologii
dajag mozliwos$¢ konstruowania i wdrazania bioczujnikoéw i matryc bioczujnikoéw (B-ENs)

do praktyki analitycznej 1 stosowania w r6znego typu aplikacjach.

Historia, budowa, zasada dziatania, zastosowania oraz perspektywy rozwoju

czujnikow, bioczujnikdéw zapachu i1 ich matryc przedstawiona zostata w publikacji:

o Wasilewski, T.; Gebicki, J.; Kamysz, W. Bioelectronic nose: Current status

and perspectives. Biosens. Bioelectron. 2017, 87, 480-494.

Konwencjonalne techniki analizy zapachéw, takie jak chromatografia gazowa
1 techniki olfaktometryczne, obarczone sg réznymi niedogodnos$ciami wynikajacymi
m.in. ze stopnia skomplikowania, czasu analizy oraz ceny. Sklania to do wdrazania
nowych rozwigzan konstrukcyjno-aparaturowych, w ktorych do analizy zwigzkow
lotnych stosowane sa bioczujniki. W ramach przygotowanej pracy podjeto probe
usystematyzowania wiedzy na temat analizy odorantdéw w roznego rodzaju matrycach
z wykorzystaniem bioczujnikdéw 1 bioelektronicznych nosow. Przedstawiono ich histori¢
w analizie substancji zapachowych, najnowsze osiggnigcia umozliwiajace wykorzystanie
w rdznego typu zastosowaniach, nakreslono rowniez potencjalne kierunki rozwoju.
Dalszy rozwoj tych urzadzen ukierunkowany jest gtéwnie na opracowanie:
e metod otrzymywania i immobilizacji materialéw bioczulych na przetwornikach
drugorzedowych,
e materialtbw o wyzszym powinowactwie do przetwornika, umozliwiajacych
powtarzalne osadzenie i zwigkszenie stabilnosci,
e bioczujnikow o wysokiej czutosci, powtarzalno$ci, specyficznosci 1 krotszym
czasie odpowiedzi,
e systemOw czujnikowych generujacych sygnaly podobne do wystepujacych
w biologicznych odpowiednikach,
e Dbardziej przystepnych, zminiaturyzowanych systemow  czujnikowych

o nizszych kosztach aparatury i analiz.

15



Struktura 1 funkcje biologicznego uktadu powonienia sg inspiracja w konstrukeji
urzadzen nasladujacych zmyst wechu. Zblizenie mozliwosci bioczujnikéw zapachu,
pod katem czutosci i selektywnosci, do naturalnych systeméw wechowych jest jednym
z priorytetow ich rozwoju. Poszerzanie wiedzy dotyczacej procesoOw odczytywania
informacji zapachowych znaczaco przyczynia si¢ do poszerzania gamy dostepnych

materialdow na bazie biologicznych komponentow.

2.2. Techniki otrzymywania 1 immobilizacji elementow receptorowych
bioczujnikdéw inspirowanych biologicznymi systemami wgchowymi

Wysoce rozwinigte systemy wechowe wystepuja u wiekszosci eukariotow,
od bezkregowcoOw po ssaki. Zazwyczaj charakteryzuja si¢ zdolnoscig do specyficznej
1 selektywnej identyfikacji substancji zapachowych [3,78]. Rozw0j bioczujnikow
realizowany jest przede wszystkim dzigki stosowaniu materiatbw pochodzenia
biologicznego. Kluczowe znaczenie w projektowaniu i1 konstrukcji bioczujnikow
ma rodzaj elementu bioreceptorowego, sposodb otrzymywania oraz technika sprzegania
z czg$cig przetwornikowa. Rezultatem jest uzyskanie odpowiednio wysokich parametrow
bioczujnikow, takich jak czutos¢, selektywnosé, specyficznosé, etc.

Dotychczasowy stan wiedzy dotyczacy metod otrzymywania, immobilizacji
i wlasciwosci materiatéw, z ktérych konstruowane sg bioczujniki zapachow,

przedstawiono w pracy przegladowe;:

o Wasilewski, T.; Ggbicki, J.; Kamysz, W. Advances in olfaction-inspired

biomaterials applied to bioelectronic noses. Sensors Actuators B Chem. 2018, 257.

Przeprowadzone studium literaturowe umozliwito stwierdzenie, ze poszerzenie
mozliwos$ci aplikacyjnych bioczujnikow silnie zwigzane jest z postgpem w zakresie
implementacji nowych materiatow biologicznych i optymalizacjg technik otrzymywania
stabilnych warstw bioczulych osadzanych na przetwornikach drugorz¢dowych.
Do najbardziej perspektywicznych elementow bioczutych zaliczane sg m.in. syntetyczne
peptydy odwzorowujace charakterystyka dziatania biatka receptoréw wechowych (OR)
1 biatka wigzace odoranty (OBPs). Specyficzne interakcje wystepujace miedzy ligandem
areceptorem mozliwe sa do odwzorowania dzigki znajomosci sekwencji aminokwasowej
biatka i budowy ukladu centrum wigzacego. Umozliwia to wytypowanie peptydu
jak najlepiej  nasladujagcego  miejsce  wigzania w  kieszeni  zapachowej,

odzwierciedlajacego selektywnos¢ i powinowactwo wzgledem wybranych odorantow.
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Krytyczne omowienie stanu wiedzy w zakresie tematu proponowanego przewodu
doktorskiego umozliwito zaplanowanie badan wtasnych w celu rozszerzenia i weryfikacji
stawianych hipotez. Pozytywne rezultaty zaplanowanych prac badawczych powinny
przyczyni¢ si¢ do rozwoju tematyki czujnikowej, zwlaszcza w aspekcie technik
immobilizacji i poszerzania gamy peptydow nasladujacych naturalne receptory wechowe.
W kolejnych publikacjach eksperymentalnych omdéwiono zalozenia metodologiczne,
opis przebiegu i wyniki badan, ktére miaty na celu konstrukcje bioczujnikow

selektywnych wobec wybranej grupy zwigzkow.

2.3. Optymalizacja techniki osadzania warstwy receptorowej na powierzchni
przetwornika piezoelektrycznego typu mikrowaga kwarcowa

Stosowanie elementdw biologicznych jako materialdow do budowy warstwy
receptorowej bioczujnikdOw moze wigzaé si¢ z trudno$ciami w ich otrzymywaniu
i niezadowalajaca stabilno$cig. Majagc na uwadze latwos¢ syntezy peptydoéw
poprzez modyfikacje sekwencji 1 zmiany w lancuchach bocznych aminokwasow
mozna podwyzszy¢ stopien powinowactwa do okreslonych odorantéw (ligandoéw).
W przypadku immobilizacji peptydu na powierzchni przetwornika mozliwe jest jego
osadzenie bez podwdjnej warstwy lipidowej. Dodatkowo, mozliwo$¢ przechowywania
okreslonych peptydéw przez kilka miesiecy 1 relatywnie wysoka stabilno$¢
immobilizowanej warstwy bioczulej powoduje, ze moga by¢ one wykorzystane
w komercyjnych bioczujnikach zapachu. Optymalizacja techniki immobilizacji
zrealizowana zostala z wykorzystaniem krotkiego syntetycznego peptydu. Przetestowano
trzy techniki: nanoszenia kropli, powlekania zanurzeniowego, powlekania obrotowego.
Podstawowym celem kazdej procedury immobilizacyjnej jest utrzymanie wysokiego
powinowactwa  warstwy receptorowej wzgledem powierzchni  przetwornika
oraz zapewnienie efektywnego wigzania receptora z ligandem. Jedng z mozliwos$ci
zwigzania peptydu ze ztotg powierzchnig przetwornika jest przylaczenie poprzez grupe

tiolowa fancucha bocznego reszty cysteiny.

Schematyczne przedstawienie utozenia warstwy peptydoéw na ztotej powierzchni

przetwornika drugorzegdowego przedstawiono na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Schematyczne przedstawienie sposobu utozenia samoorganizujacych si¢ monowarstw (SAM) peptydu
na ztotej powierzchni przetwornika QCM [79].

W wyniku duzego powinowactwa ztota do siarki, tworzg si¢ trwale wigzania
kowalencyjne. Biorgc pod uwage prosta koncepcje budowy i ulatwiong obstuge,
niskie koszty oraz krotki czas analizy, zdecydowano si¢ na zastosowanie przetwornika
piezoelektrycznego typu mikrowaga kwarcowa (QCM). Charakterystyczng cechg tego

typu rezonatorow jest czgstotliwosciowy sygnat wyjsciowy zalezny od zmiany masy.

Optymalizacja parametrow osadzania peptydu na zlotej powierzchni krysztalow
QCM z wykorzystaniem trzech roznych technik depozycji: nanoszenia kropli,
powlekania obrotowego 1 powlekania zanurzeniowego przedstawiona zostata

w publikacji:

e Wasilewski, T.; Szulczynski, B.; Kamysz, W.; Gebicki, J.; Namies$nik,
J. Evaluation of Three Peptide Immobilization Techniques on a QCM Surface

Related to Acetaldehyde Responses in the Gas Phase. Sensors 2018, 18, 3942.

Stopien osadzenia warstwy receptorowej monitorowany byl poprzez rejestracj¢ zmian
czestotliwosci bioczujnika odpowiadajacej zmianom stopnia osadzenia (Rysunek 4A).
Powinowactwo osadzonych warstw receptorowych wzgledem gazu wzorcowego

rejestrowano w postaci zmian czgstotliwosci.

Charakterystyke odpowiedzi bioczujnika wzgledem gazu wzorcowego

przedstawiono na Rysunku 4B.
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Rysunek 4. A) Porownanie stopnia osadzenia dla trzech technik osadzania peptydu na powierzchni
QCM: DROP (casting) — powlekanie przez nanoszenie kropli, DIP (coating) — powlekanie zanurzeniowe,
SPIN (coating) — powlekanie obrotowe. B) Przyktadowa charakterystyka odpowiedzi bioczujnika zarejestrowana
dla acetaldehydu: a) stabilizacja linii bazowej, b) dozowanie substancji gazowej, c) plateau sygnalu (maksimum
adsorpcji), d) ptukanie gazem zerowym i powr6t do warunkéw poczatkowych [80].

W oszacowaniu efektywnos$ci osadzenia peptydow (optymalizacja sekwencji peptydow
przedstawiona zostala w Rozdziale 2.4.) na przetwornikach drugorzedowych postuzono
si¢ rowniez zdjeciami z mikroskopu sit atomowych (AFM), ktore umozliwity
scharakteryzowanie warstw na zlotej elektrodzie. Oddzialywanie czasteczek
zapachowych z czgécig receptorowg prowadzito do zmiany masy obserwowanej poprzez
zmiang czestotliwosci rejestrowanej z dokladnoscia do 1 Hz. Analiza i wyniki
odpowiedzi bioczujnika wzgledem wybranych gazéw wzorcowych (acetaldehyd, toluen
—kontrola negatywna) potwierdzily prawidtowa immobilizacje 1 wysoka czutos¢ warstwy
receptorowej wzgledem pierwszego z gazéw wzorcowych. Sredni stopien osadzenia
dla techniki powlekania zanurzeniowego (DIP) oszacowano na 9,32 pg:mm 2.
Pomimo faktu, ze jest to wynik najnizszy, ta technika prowadzila do uzyskania
wysokiego stopnia jednorodno$ci osadzenia, wysokiego powinowactwa, a takze byla
powtarzalna. W zwiazku z tym zostala wytypowana jako optymalna do konstrukcji
kolejnych bioczujnikow. Dodatkowo, dzigki zastosowaniu zamkni¢tej komory nasycone;j
gazem obojetnym (azot) ograniczono tworzenie wewnatrzczasteczkowych mostkow
disulfidowych, umozliwilo to wydajniejsze tworzenie wigzania kowalencyjnego mi¢dzy

fancuchem bocznym cysteiny a ztotg powierzchnig elektrody przetwornika QCM.
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2.4. Okreslenie sktadu 1 dlugosci tancucha peptydu jako elementu receptorowego
bioczujnika

Réznorodne materialty pochodzenia biologicznego coraz czg$ciej wykorzystywane
sag do budowy bioczujnikéw [22]. W antenie, narzadach jamy wechowej 1 innych
strukturach chemosensorycznych owadoéw zlokalizowane s3 bialka receptorowe
odpowiedzialne za powonienie, m.in. OBPs. Wykazano, ze cz¢$¢ odorantow najpierw
wigze si¢ z OBPs, ktore transportujg je do ORs w neuronach receptorow wechowych
(OSNs) [81]. Bardziej hydrofilowe odoranty sg w stanie przenikna¢ przez btone sluzowa
lub limfg, z pominieciem OBPs, wigzac si¢ bezposrednio z OR. Potwierdzono réwniez,
ze OBPs petnig funkcje zmiataczy (ang. scavengers) odorantow, gdy wystepuja
na wysokich poziomach stezen [81]. Wykazuja wigc naturalng, wysoka specyficznos$c
wzgledem okreslonych czasteczek zapachowych. Duze rozpowszechnienie tych biatek
w biologicznych systemach wechowych sugeruje szerokie spektrum mozliwych

zastosowan w roznych aplikacjach biotechnologicznych [82].

Znajac sekwencj¢ aminokwasow danego biatka wigzacego odoranty i budowe uktadu
centrum wigzacego mozliwe jest wytypowanie peptydu jak najlepiej odwzorowujacego
miejsce wigzania w kieszeni zapachowej OBP. Segmenty sekwencji aminokwasow
nazywane peptydami odwzorowujacym biatko (PMPs) zwigzane s3 ze specyficzng
funkcja biatka. Przy zachowaniu stabilnosci konformacji moga odzwierciedla¢ ich sposob
dziatania i1 efektywnie wigza¢ odpowiednie czasteczki zapachowe. W literaturze
segmenty bialka nazywane s3 motywami (ang. motif) 1 moga by¢ okres$lane
z wykorzystaniem metod obliczeniowych. Zazwyczaj stosowane sa peptydy, ktorych
liczba reszt aminokwasoOw znajduje si¢ w przedziale od kilku do kilkunastu.
Nie oznacza to, ze struktury bardziej ztozone nie moga by¢ wykorzystywane do budowy
bioczujnikow, jednak efekt dlugosci sekwencji musi by¢ okreslony w celu uzyskania
wymagane] wysokiej czulosci i1 selektywnosci [83]. Na potrzeby projektowanego
bioczujnika zbudowany zostat in silico model bioczujnika z peptydem odwzorowujagcym
miejsce wigzania odorantow (OBPP), jako element receptorowy bioczujnika.

Nastepnie przeprowadzono symulacje dokowania ligandow wzgledem receptora.
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Wyniki badan wstepnych umozliwity zaprojektowanie peptydow nasladujacych
miejsce wigzania aldehydow w biatku HarmOBP7 wystepujacym w czulkach ¢my
Helicoverpa armigera. Zaproponowane biatko jest selektywne w stosunku do aldehydow
srednio- 1 dlugotancuchowych [84,85]. Wedlug danych literaturowych, wiazanie
aldehydu w tym biatku nastgpuje przede wszystkim poprzez utworzenie zasady Schiffa,
przez tancuch boczny lizyny w odpowiedniej pozycji [84]. Miejsce wigzania dodatkowo
stabilizowane jest oddziatywaniami elektrostatycznymi. Wytypowanie peptydoéw
odwzorowujacych miejsce wigzania ligandow w biatku HarmOBP7 i wyniki

ich dokowania przedstawiono w publikacji:

o Wasilewski, T.; Szulczynski, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gebicki, J.
A Highly Selective Biosensor Based on Peptide Directly Derived from
the HarmOBP7 Aldehyde Binding Site. Sensors 2019, 19, 4284.

Okreslono wptyw dhugosci tancucha peptydu na stopien powinowactwa do okreslonych
odorantoéw. Wygenerowany trojwymiarowy model biatka HarmOBP7 postuzyt
do wyselekcjonowania peptyddw odwzorowujacych miejsce wigzania w kieszeni

wechowej (Rysunek 5).

Rysunek 5. A) Wygenerowany trojwymiarowy model biatka HarmOBP7 w oparciu o strukture krystaliczng OBP1
(Bombyx Mori, PDBID: 1dqge). B) Przyktad dokowania ligandu (oktanal) do receptora (OBPP3) [86].

Wyniki badan podstawowych umozliwilty oszacowanie stopnia powinowactwa
okreslonych peptydow wzgledem ligandéw. Na C-koncu kazdego peptydu dodana zostata

reszta cysteiny (Cys, C), aby umozliwi¢ ich immobilizacje na przetworniku.
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Do syntezy 1 osadzenia na przetworniku wyselekcjonowane zostaty peptydy

o nastepujacych sekwencjach aminokwasow:

OBPP1: LEKKKKDC,

OBPP2: LFDSLTDLKC,

OBPP3: LFDSLTDLKKKMSEC,

OBPP4: KLLFDSLTDLKKKMSEC.
Wyniki symulacji dokowania ligand-receptor wykazaly wyrazng tendencj¢ najdtuzszego
z peptydow (OBPP4) w kierunku wigzania $rednio- 1 dlugotancuchowych aldehydow,
m.in. oktanalu, nonanalu. Korelacje¢ pomigdzy obserwowang odpowiedzig bioczujnika
(OBPP4) a wynikami obliczen mozna zaobserwowac jedynie w przypadku aldehydow
zawierajacych powyzej pigciu atomow wegla w fancuchu.
Najprawdopodobniej jest to zwigzane z przyjeciem przez krotszy peptyd dobrze
zdefiniowanej  struktury 1 faworyzowanym utworzeniem zasady  Schiffa,
bez dodatkowych specyficznych oddziatlywan z receptorem, co wymyka si¢ modelowi
oddziatywan zaimplementowanemu w programie do oszacowania energii wigzania
ligandow (Autodock 4.2) [87]. W przypadku peptydow OBPP3 i OBPP4 zaczynaja
pojawia¢ si¢ stabilne hydrofobowe miejsca wigzania zdolne do wigzania niepolarnych
cze$ci ligandow. Znajduje to odzwierciedlenie w zwigkszonym powinowactwie ligandow
zardbwno w wynikach obliczen, jak 1 eksperymentalnych odpowiedziach bioczujnikow,

co zaprezentowane zostalo w dalszych etapach badan.

2.5. Okreslenie podstawowych parametréw metrologicznych bioczujnikow
wzgledem substancji zapachowych z réznych klas zwigzkow

By zaszto zwigzanie ligandu z receptorem konieczne jest przyjecie przez receptor
odpowiedniej struktury (drugo- a czasem nawet trzeciorzedowej). Peptydy posiadaja
strukture drugorzedowa, ktora czesto jest nieuporzadkowana (ang. random coil).
Zwiazki zaplanowane do syntezy sktadaja si¢ od 8 do 17 aminokwaséw. Po osadzeniu
na przetworniku drugorzedowym peptydy przypuszczalnie wystepuja w formie
nieuporzadkowanej [88]. W poprzednich pracach [42,46] wykazano, ze peptyd osadzony
na powierzchni czujnika, po interakcji z ligandem przyjmuje odpowiednig strukturg
zwijajac si¢ np. w alfa-helise. Umozliwia to zwigzanie czgsteczki zapachowe;.
Do przedstawienia utozenia peptydu wzgledem ligandu w przestrzeni wykonane zostaty

dokowania peptydu do wybranych zZwigzkow zapachowych.
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Wstepne symulacje dokowania ligandow do peptydu potwierdzily powinowactwo
aldehydow do wygenerowanych komputerowo modeli. Oczekiwano potwierdzenia
otrzymanych zaleznosci metodami doswiadczalnymi, poprzez konstrukcje bioczujnikow
1 pomiary wzgledem rzeczywistych substancji zapachowych z wybranych grup
zwigzkow. Symulacja komputerowa mozliwych interakcji i powinowactwa ligandu
do peptydu nie gwarantuje niestety, ze podobne zalezno$ci wystepowaé beda podczas
badan eksperymentalnych. Zwazywszy na potencjalne roznice w wynikach modelowania
molekularnego kolejnym etapem badan byly pomiary rzeczywistych mieszanin
wybranych gazéw.

Synteza peptydéw, konstrukcja bioczujnikow i charakterystyka podstawowych
parametrow bioczujnikoOw przedstawione zostaty w publikacji:

e Wasilewski, T.; Szulczynski, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gebicki, J.

A Highly Selective Biosensor Based on Peptide Directly Derived from the

HarmOBP7 Aldehyde Binding Site. Sensors 2019, 19, 4284.
Oszacowanie czulo$ci biosensorow na bazie OBPPs przeprowadzone zostato
z wykorzystaniem gazo6w na roznych poziomach stezen. Poprawno$¢ przygotowania
mieszanin wzorcowych w workach typu Tedlar® sprawdzono z wykorzystaniem
chromatografii gazowej sprz¢zonej z odpowiednimi detektorami (ECD, FID).
Selektywnos$¢ odpowiedzi bioczujnika na zwigzki zapachowe: aldehyd octowy, aldehyd
benzoesowy, oktanal, etanol, aceton, siarczek dimetylu, trimetyloamina, toluen,
zarejestrowano z wykorzystaniem skonstruowanego systemu dozowania frakcji lotnych
opartego na systemie pomp niskoci§nieniowych

Dodatkowo, okre$lono specyficznos¢ bioczujnika wzgledem zwigzkow z grupy

aldehydéw. Przetestowano odpowiedz bioczujnika wzgledem 15 substancji gazowych:
aldehydéw alifatycznych — formaldehyd, aldehyd octowy, propanal, pentanal, heksanal,
heptanal, oktanal, nonanal, dekanal, undekanal; dialdehydow — glioksal; aldehydow
aromatycznych — aldehyd benzoesowy, aldehyd 4-metylobenzoesowy, aldehyd
4- metoksybenzoesowy (aldehyd anyzowy), 2-metylo-3-(3,4)-metylenodioksyfenylo-

propanal (helional). Wyniki badan przedstawione zostaty w pracy:

o Wasilewski, T.; Szulczynski, B.; Wojciechowski, M.; Kamysz, W.; Gebicki, J.
Determination of Long-Chain Aldehydes Using a Novel Quartz Crystal

Microbalance Sensor Based on a Biomimetic Peptide. Microchem. J. 2019.
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Na Rysunku 6A przedstawiono przyktadowa odpowiedz bioczujnika na jeden
z aldehydow dhlugotancuchowych (nonanal) i korelacj¢ wynikéw obliczeniowych

z eksperymentalnymi (Rysunek 6B 1 6C).
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Rysunek 6. A) Odpowiedz bioczujnika OBPP4 w stosunku do nonananlu w stezeniu 14 ppm w fazie gazowej.
Korelacja wynikow obliczeniowych i eksperymentalnych powinowactwa bioczujnika OBPP4 w stosunku do
substancji: B) z roznych klas zwiazkow zapachowych, C) aldehydow [79,86].
Opracowana technika osadzania peptydéw na powierzchni zlotej elektrody QCM
umozliwila powtarzalng konstrukcje bioczujnikow. Przeprowadzono pomiary
odpowiedzi wzgledem wybranych gazéw 1 przetworzono wygenerowane sygnaty
warstwy receptorowej na sygnaly uzyteczne analitycznie. Immobilizacja peptydu
na przetworniku drugorzegdowym i testy wobec przygotowanych mieszanin gazowych
umozliwity korelacje i weryfikacje wynikow in silico. Zaprojektowany in silico model
peptydu — OBPP4 umozliwit selektywnag detekcje wybranych zwigzkow. Osadzenie
peptydu na prostym przetworniku piezoelektrycznym umozliwito oszacowanie
podstawowych parametrow skonstruowanych bioczujnikdw i wytypowanie bioczujnika
z elementem aktywnym OBPP4 jako najodpowiedniejszego do analizy aldehydow
powyzej pieciu atomdéw wegla w tancuchu.

Podstawowe parametry bioczujnika OBPP4 w stosunku do docelowej grupy

zwigzkow zaprezentowano w Tabeli 1.

24



Tabela 1. Por6wnanie podstawowych parametrow otrzymanych eksperymentalnie i wyniku dokowania molekularnego
wzgledem aldehydow [79].

Zwigzek Powinowactwo [kcal/mol] Czulo$é [Hz/ppm] R? LOD [ppm]
Formaldehyd -1,67 0,01 0,94 965
Acetaldehyd -2,33 0,03 0,99 327

Glioksal -2,60 0,01 0,92 > 1500

Propanal -2,74 0,02 0,94 1032

Pentanal -3,87 0,18 0,98 343

Heksanal -4,41 0,03 0,99 186

Heptanal -4,80 0,07 0,99 202

Oktanal -5,22 0,70 0,99 114

Nonanal -5,61 1,29 0,98 14

Dekanal -5,50 0,07 0,99 144

Undekanal -5,43 0,11 0,97 213
Benzaldehyd -4,55 0,02 0,95 454
p-Toluadehyd -4,95 0,10 0,99 265
p-Anisaldehyd -5,18 0,05 0,99 267

Helional -5,93 0,77 0,99 69

Testowany bioczujnik wykazatl selektywng odpowiedz na zwigzki z grupy aldehydéw
srednio- 1 dlugotancuchowych (oktanal, dekenal, undekanal, nonanal, helional).
Najnizsza granice wykrywalno$ci (LOD) zarejestrowano dla nonanalu (14 ppm, Rysunek
6A) i niskg czulo$¢ w stosunku do zwigzkéw spoza grupy aldehydoéw (Rozdziat 3.4).
Wyniki symulacji in silico wigzania przyktadowych zwigzkow lotnych z modelami
proponowanych  bioczujnikow dobrze koreluja z wynikami rzeczywistych
eksperymentdéw, co umozliwi w przysztosci wstepng selekcje peptydéow odpowiednich
jako potencjalne warstwy receptorowe bioczujnikdw, wykazujace powinowactwo
do okreslonej grupy zwigzkéw chemicznych. W zalaczonych publikacjach przedstawione
zostaly rowniez pozostate parametry, m.in. stabilno$¢, powtarzalnos¢, czas odpowiedzi,
czas zycia, wplyw wilgotnosci na odpowiedzi bioczujnika. Porownano skonstruowany
bioczujnik z modelami opracowanymi przez inne zespoty badawcze, gdzie granica
oznaczalno$ci wyznaczona zostata na podobnym poziomie stezen (1-80 ppm) [89]
1 przedstawiono mozliwosci wykorzystania analogicznego bioczujnika w analizie

aldehydoéw jako sktadnikow kompozycji zapachowej ciata [90].

25



3. PODSUMOWANIE

Celem prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej badan podstawowych
bylo okreslenie  wystepowania powinowactwa migdzy czescig  receptorowa
(wyselekcjonowane peptydy) a ligandami (lotne substancje zapachowe).
Konstrukcja bioczujnikow zapachu, gdzie elementem aktywnym sg syntetyczne peptydy,
umozliwita weryfikacj¢ modelu in silico okreslajacego stopien powinowactwa
zaprojektowanych peptydow wzgledem gazow wzorcowych. Rezultatem opracowania
techniki osadzania peptydow na powierzchni czujnikéw piezoelektrycznych
byta konstrukcja bioczujnikdw z warstwa receptorowg charakteryzujaca si¢ wysoka
stabilnoscig 1 powtarzalnoscig.

Gltowne etapy pracy doktorskiej przedstawione zostalty na Rysunku 7.

| Zaprojektowanie peptydow na bazie HarmOBP7 l

| Synteza i osadzenie peptydow na przetwornikach QCM |

[ — [
ez »

\ Pomiar odpowiedzi i charakterystyka bioczujnikow |

‘ . oo K [
7
¥

= QCMmet
* | A "
| ; 2 A1

Sy S, l

Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie etapow pracy sktadajacych si¢ na zaprojektowanie czgsci receptorowej,
konstrukcje bioczujnikéw i charakterystyke parametrow metrologicznych.
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Na podstawie dostepnych baz danych i metod obliczeniowych zaprojektowano
a nastgpnie zsyntezowano peptydy potencjalnie specyficzne wobec wybranej grupy
zwigzkow (aldehydy $rednio- 1 dlugotancuchowe), ktére nalezag m.in. do wskaznikow
stopnia degradacji olejow. Okreslenie dtugosci 1 sekwencji tancucha peptydu umozliwito
konstrukcj¢ bioczujnika o okreslonych parametrach metrologicznych, specyficznego
wobec aldehydow dlugotancuchowych. Przedstawienie wystgpowania powinowactwa
miedzy odorantami a peptydami odwzorowujagcymi miejsca aktywne biatek wigzacych
odoranty zrealizowano metodami obliczeniowymi modelowania molekularnego.
Wyniki badan in silico, powinowactwa ligandu do peptydu nie gwarantowatly jednak,
ze podobne zalezno$ci wystepowaé beda w odniesieniu do warunkow rzeczywistych.
Ze wzgledu na potencjalne roznice w wynikach modelowania molekularnego wzgledem
modelu do$wiadczalnego kolejnym etapem badan byly pomiary gazowych mieszanin
wzorcowych wybranych zwigzkéw 1 okre$lenie podstawowych parametrow
skonstruowanych bioczujnikéw. Planowany jest etap badan ukierunkowany na poprawe
parametrow bioczujnika poprzez modyfikacje zardwno czgsci receptorowej,
jak 1 przetwornika drugorzedowego. Zastosowanie elementow stabilizujacych strukture
peptydu (taczniki, mostki disulfidowe), zmiana przetwornika (FET) i/lub jego
modyfikacja (nanoczastki ZnO, Au, efc.), powinny umozliwi¢ dodatkowa poprawe
parametréw bioczujnika. Dodatkowo, w fazie projektu sg etapy budowy oraz kalibracji
urzadzenia ztozonego z matrycy bioczujnikow.

Interdyscyplinarno$¢ zatozonych badan zaowocowata wspotpraca z lokalnymi
i zagranicznymi jednostkami badawczymi. Etapy obliczeniowe modelowania
molekularnego realizowano dzigki wspotpracy z Katedra Technologii Lekow i Biochemii
Politechniki Gdanskiej (dr hab. inz. Marek Wojciechowski, prof. PG). Charakterystyke
filméw warstw receptorowych osadzonych na przetwornikach QCM wykonywano
z wykorzystaniem mikroskopu AFM w Katedrze Elektrochemii, Korozji 1 Inzynierii
Materiatowej Politechniki Gdanskiej (dr hab. inz. Artur Zielifiski, prof. PQ).
Generowanie mieszanin wzorcowych i pomiary odpowiedzi bioczujnikow wykonywano
we wspotpracy z Katedrg Inzynierii Procesowej 1 Technologii Chemicznej Politechniki
Gdanskiej (dr hab. inz. Jacek Gebicki, prof. PG). Dalszy rozwo6j bioczujnikow
realizowany jest we wspotpracy z Uniwersytetem Tor Vergata w Rzymie, Sensors
Group: Department of Electronic Engineering; Department of Chemical Science

and Technology (prof. Corrado Di Natale).
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4. WNIOSKI

Przedstawione studium literaturowe (publikacje: 7.1. 1 7.2.) stworzyto mozliwos¢
zdefiniowania  krytycznych  aspektow w  rozwoju  bioczujnikow  zapachu
(rozdziaty: 2.1., 2.2.) 1 nakres$lenia planu badan wraz z optymalnym sposobem realizacji.
W trakcie realizacji poszczeg6lnych zadan, ktoére wynikaja z planu badawczego rozprawy
doktorskiej, podjeto probe konstrukcji bioczujnikéw selektywnych wobec aldehydow.
Rezultatem optymalizacji parametréw procesu osadzania peptydow i1 poréwnania trzech
technik osadzania warstwy receptorowej na przetworniku drugorzedowym
jest opracowana, powtarzalna technika immobilizacji, powlekania zanurzeniowego
w komorze wypehlionej gazem obojetnym. Realizacje tego zadania badawczego
przedstawiono w rozdziale 2.3. i publikacjach 7.3. i 7.4. Aby uzyska¢ odpowiednie
parametry bioczujnika, w tym selektywno$§¢ wobec aldehydéw, konieczne
bylo opracowanie modelowego elementu receptorowego. Za pomoca odpowiednich
baz danych oraz programéw do modelowania molekularnego wyselekcjonowano biatko
selektywne wobec aldehydow 1 przetozono t¢ selektywnos$¢ na zaprojektowane peptydy.
Wyniki symulacji modeli in silico pozwolity na okreslenie sekwencji peptydow
potencjalnie selektywnych wobec aldehydow $rednio- 1  dlugotancuchowych.
Realizacja tego zadania badawczego przedstawiona zostata w rozdziale 2.4. i publikacji
7.4. W celu weryfikacji wynikow modelowania molekularnego kolejnym etapem badan
byly pomiary rzeczywistych mieszanin gazowych wybranych zwiazkow lotnych.
Dzieki konstrukcji bioczujnikdéw 1 testom wobec przygotowanych mieszanin gazowych
oszacowano podstawowe parametry metrologiczne bioczujnikéw i zweryfikowano
modele obliczeniowe. Odnoszac si¢ do wysokiego stopnia korelacji prawdopodobnie
mozliwe bedzie mniej skomplikowane okreslanie sekwencji peptydow, selektywnych
wzgledem wybranych grup zwigzkéw. Konstrukcja bioczujnikéw z wykorzystaniem
opracowanej techniki immobilizacji umozliwita wytypowanie bioczujnika z elementem
aktywnym OBPP4, wykazujacego wysoka selektywno$¢ wobec aldehydéw srednio-
1 dlugotancuchowych, m.in. nonanalu. Realizacj¢ tego zadania badawczego
przedstawiono w rozdziale 2.5. 1 publikacjach 7.4. 1 7.5. Polaczenie badan
eksperymentalnych z modelowaniem komputerowym umozliwilo opracowanie podstaw

metody do tworzenia modeli naturalnych receptoréw dla zréznicowanych ligandow.
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Realizacja zatozonych badan umozliwita uzyskanie wynikow, ktore stanowig
podstawe rozprawy doktorskiej. Za najwazniejsze osiagnigcia naukowe niniejszej
dysertacji uwazam:

e Zaprojektowanie peptydow odwzorowujacych miejsce wigzania aldehydoéw

w bialku HarmOBP7 z wykorzystaniem technik obliczeniowych i symulacje
dokowan ligandow wzgledem receptora;

e Opracowanie optymalnej techniki immobilizacji peptydow na powierzchni

przetwornika drugorzedowego oraz charakterystyka osadzonych warstw;

e Okreslenie podstawowych parametrow metrologicznych skonstruowanych

bioczujnikow, tj. czutosé, selektywnos¢, LOD;

e Eksperymentalng weryfikacj¢ modeli obliczeniowych;

e Konstrukcje bioczujnika selektywnego wzgledem aldehydow

srednio- 1 dlugotancuchowych.

Rezultatem zoptymalizowania techniki immobilizacji jest efektywne osadzanie
warstw receptorowych na zlotych powierzchniach przetwornikéw piezoelektrycznych.
Technika powlekania zanurzeniowego w zamknig¢tej komorze nasyconej gazem
umozliwi powtarzalng konstrukcj¢ i rozwdj bioczujnikow, co realizowane jest w dalszych
etapach badan zawartych w otrzymanym grancie Preludium. Wykorzystanie peptydow
stanowigcych fragmenty wlasciwego biatka receptorowego pozwolito na uzyskanie
modelu nasladujacego naturalny receptor. Skorelowane wyniki teoretyczne
1 doswiadczalne potwierdzity wysoka selektywnos$¢ skonstruowanego bioczujnika
wzgledem $rednio- 1 dlugotancuchowych aldehydow alifatycznych. Wyniki badan oraz
kluczowe osiggnigcia potwierdzaja mozliwos¢ projektowania warstw receptorowych
przy uzyciu przedstawionych metod obliczeniowych oraz konstrukcje bioczujnikow
selektywnych wzgledem wybranych grup zwiazkow. Prognozowany jest dalszy rozwdj
bioczujnikow 1 systemow bioczujnikowych w celu implementacji do analizy probek

rzeczywistych.
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