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Chemical sensors and biosensors for the control of GM food

S u m m a r y

European Community regulations concerning the control of use and distri-
bution of genetically modified organisms and products resulted in creation of
European and National GMO Laboratories Networks, which are specialized in
GMO identification and quantification in food, feed and seed. The analyses are
mainly based on PCR methods, however, cheaper and less time consuming
methods are elaborated for GMO detection. This article summarizes the re-
search on electrochemical biosensors based on nucleic acids hybridization and
the perspectives these tools create.
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1. Wprowadzenie

Unia Europejska przyk³ada du¿¹ wagê do kontroli wytwarza-
nia, u¿ytkowania i obiegu produktów genetycznie zmodyfikowa-
nych (GMO), czyli takich, które b¹dŸ zawieraj¹ GMO, b¹dŸ po-
chodz¹ z surowców GMO. Ma to swój wyraz w szeregu uregulo-
wañ prawnych, miêdzy innymi nak³adaj¹cych obowi¹zek organi-
zacji laboratoriów analitycznych, których zadaniem jest kontrola
produktów GMO. Laboratoria takie zosta³y powo³ane we wszyst-
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kich krajach Unii Europejskiej (z wyj¹tkiem Malty). W niektórych z nich, np. w Niem-
czech czy Szwajcarii liczba laboratoriów kontroli GMO jest znaczna i wynosi ponad
20, w innych (np. Wêgry) jest ich kilka (dwa do trzech). Codzienna praca tych jedno-
stek opiera siê na zasadach wypracowanych wspólnie przez Europejsk¹ Sieæ Labora-
toriów GMO (ENGL, ang. European Network of GMO Laboratories), a opiera siê przede
wszystkim na technikach PCR, jakoœciowych i iloœciowych. ENGL stanowi zaplecze
naukowe dla Centralnego Laboratorium Referencyjnego (CRL), którego siedzib¹ jest
Centrum Badañ Po³¹czonych (JRC, ang. Joint Research Center), Ispra, W³ochy. W Pol-
sce zosta³o otworzonych kilkanaœcie laboratoriów zrzeszonych w Polsk¹ Sieæ Labo-
ratoriów GMO, z których piêæ w³¹czonych jest do sieci europejskiej. Pomimo dostêpu
do informacji odnoœnie do metod analitycznych oraz mo¿liwoœci wymiany doœwiad-
czeñ polskie laboratoria kontroli GMO napotykaj¹ szereg trudnoœci zarówno natury
legislacyjnej jak i techniczno-ekonomicznej. Prawodawstwo europejskie opiera siê
bowiem na ocenie procentowej zawartoœci GMO w produktach, podczas gdy mo¿li-
woœci analityczne s¹ ograniczone do oceny liczby kopii transgenu w stosunku do ha-
ploidalnego genomu. Ze wzglêdu na ró¿n¹ ploidalnoœæ w ró¿nych czêœciach nasion,
ocena iloœciowa zawartoœci GMO w produktach zgodnie z obowi¹zuj¹cymi przepisa-
mi jest bardzo trudna. Druga grupa problemów to bardzo du¿e koszty prowadzenia
analiz (w Polsce oko³o 400 z³ za analizê jakoœciow¹ i 1300 z³ za analizê iloœciow¹).
Tak wysokie koszty niejednokrotnie zniechêcaj¹ klientów do korzystania z us³ug la-
boratoriów. Szczególnie dotyczy to drobnych eksporterów ¿ywnoœci, dla których
koszt ekspertyzy mo¿e powa¿nie ograniczaæ zysk z transakcji. Równie¿ planowane
kontrole sklepowe i graniczne skutkuj¹ olbrzymim obci¹¿eniem dla bud¿etu pañstwa.

W zwi¹zku z tym w wielu krajach UE rozpoczêto poszukiwanie alternatywnych
metod identyfikacji i iloœciowego oznaczania produktów GMO. W Polsce kilka labo-
ratoriów pracuje nad stworzeniem biosensorów opartych na hybrydyzacji kwasów
nukleinowych, które mog³yby staæ siê znacznie tañsz¹ i prostsz¹ alternatyw¹ dla
obecnie obowi¹zuj¹cych metod wykrywania GMO. W opracowaniu tym przedsta-
wiono mo¿liwoœci i ograniczenia chemicznych sensorów i biosensorów do identyfi-
kacji okreœlonych sekwencji kwasów nukleinowych.

2. Ogólna charakterystyka sensorów

Sensorem chemicznym nazywamy urz¹dzenie przetwarzaj¹ce informacjê che-
miczn¹, dotycz¹c¹ np. stê¿enia okreœlonego sk³adnika próbki na sygna³ u¿yteczny
analitycznie (rys. 1). Sensor chemiczny sk³ada siê z dwóch elementów: warstwy ana-
litycznie aktywnej oraz elementu przetwornikowego. W warstwie analitycznie ak-
tywnej nastêpuje proces rozpoznania miêdzymolekularnego (receptor – analit).
W trakcie tego procesu zostaje wygenerowany sygna³ chemiczny lub fizykochemicz-
ny. Przetwornik jest to ta czêœæ sensora, w której sygna³ ten zostaje zamieniony na
sygna³ analityczny.
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W zale¿noœci od natury zastosowanego materia³u analitycznie aktywnego senso-
ry mo¿na zakwalifikowaæ do dwóch grup:

– Sensory chemiczne – materia³em analitycznie aktywnym w tej grupie s¹ syn-
tetyczne moleku³y (receptory) zdolne do selektywnego rozpoznania cz¹steczek ana-
litu.

– Biosensory stanowi¹ grupê sensorów, których analitycznie aktywn¹ warstwê
stanowi materia³ biologiczny. Najczêœciej s¹ to enzymy, przeciwcia³a, naturalne re-
ceptory, mikroorganizmy, DNA, RNA. Ze wzglêdu na metody pomiarowe zastosowa-
ne w konstrukcji sensora, mo¿na je podzieliæ na: elektrochemiczne, optyczne, ter-
miczne, masowe, spektroskopowe.

G³ówne zalety biosensorów predestynuj¹ce je do zastosowania w analizie ¿yw-
noœci to ich relatywnie niska cena, wysoka selektywnoœæ, du¿e mo¿liwoœci ich mi-
niaturyzacji, a przez to potencjalne ich zastosowanie w analizie ci¹g³ej. W prze-
mys³owej analizie ¿ywnoœci najbardziej atrakcyjnym obszarem, gdzie biosensory
mog¹ znaleŸæ szerokie zastosowanie, jest analiza patogenów, monitorowanie za-
wartoœci pestycydów, antybiotyków, mikroorganizmów oraz toksyn.

W ostatnich latach w zwi¹zku z wprowadzeniem na rynek ¿ywnoœci genetycznie
zmodyfikowanej pojawi³a siê potrzeba okreœlenia jej genetycznej autentycznoœci.
W pracy skupiliœmy siê na opisie trendów badawczych zmierzaj¹cych do konstrukcji
elektrochemicznych biosensorów przeznaczonych do identyfikacji ¿ywnoœci gene-
tycznie zmodyfikowanej, w których procesem rozpoznania miêdzymolekularnego
jest reakcja hybrydyzacji nici DNA.
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Rys. 1. Blokowy schemat biosensora.



Biosensor przeznaczony do identyfikacji produktów genetycznie zmodyfikowa-
nych oparty jest na reakcjach hybrydyzacji komplementarnych nici DNA. Jego war-
stw¹ analitycznie aktywn¹ jest powierzchnia przetwornika, na której zosta³y umo-
cowane pojedyncze nici DNA (sondy). Proces rozpoznania miêdzymolekularnego od-
powiedzialny za generacjê sygna³u analitycznego jest realizowany poprzez reakcjê
hybrydyzacji pomiêdzy pojedynczym ³añcuchem DNA, sond¹ umocowan¹ na po-
wierzchni przetwornika a komplementarn¹ do niej nici¹ znajduj¹c¹ siê w roztworze
analizowanej próbki.

O praktycznej przydatnoœci ka¿dego sensora analitycznego decyduj¹ nastêpu-
j¹ce parametry: jego dolny i górny limit detekcji, selektywnoœæ, powtarzalnoœæ wyni-
ków, czas odpowiedzi. O wiêkszoœci tych parametrów decyduje warstwa analitycz-
nie aktywna danego sensora. W przypadku biosensora opartego na reakcjach hybry-
dyzacji wybór metody immobilizacji sondy na powierzchni przetwornika ma podsta-
wowe znaczenie dla jego czu³oœci i selektywnoœci.

Generalnie metoda ta powinna zapewniæ:
a) dok³adn¹ kontrolê gêstoœci upakowania i przestrzennej orientacji poszczegól-

nych sond w immobilizowanej warstwie w celu umo¿liwienia najwydajniejszego
przebiegu procesu rozpoznania (warstwa zbyt upakowana utrudnia ten proces, na-
tomiast warstwa zbyt luŸna umo¿liwia niespecyficzn¹ adsorbcjê na powierzchni
elektrody, adsorbcja taka jest Ÿród³em szumów aparaturowych);

b) utworzenie stabilnej warstwy analitycznie aktywnej w warunkach prowadze-
nia eksperymentu;

Jerzy Radecki i inni

70 PRACE PRZEGL¥DOWE

Rys. 2. Schemat dzia³ania elektrochemicznego biosensora opartego na reakcji hybrydyzacji.



c) powtarzalnoœæ i ³atwoœæ realizacji.

3. Metody przygotowania sond

W literaturze naukowej mo¿na znaleŸæ wiele opisów metodyki immobilizacji sond na
powierzchni elektrod. Przedstawiamy kilka najbardziej popularnych i krótk¹ ich ocenê.

3.1. Metoda adsorbcji

Ta metoda najczêœciej by³a stosowana w stosunku do elektrod grafitowych (1),
póŸniej tak¿e stosowano j¹ do elektrod z³otych (2,3). Celem zwiêkszenia wydajnoœci
metody prowadzono immobilizacjê na powierzchni elektrod, do których przyk³adano
niewielki potencja³ dodatni. Przy³o¿ony dodatni potencja³ powoduje, ¿e adsorpcja po-
lianionów, jakimi s¹ ³añcuchy DNA, realizuje siê poprzez grupy fosforanowe szkieletu
fosfocukrowego. W efekcie, zasady DNA zorientowane s¹ w kierunku do roztworu. Ta
orientacja u³atwia hybrydyzacjê pomiêdzy sond¹ i poszukiwan¹ nici¹ DNA (analitem)
(4). Jednak warstwa analityczna utworzona t¹ technik¹ jest ma³o stabilna.

3.2. Metoda tworzenia filmu

Metoda ta polega na wbudowaniu sondy w warstwê polimerow¹ na powierzchni
elektrody. Stosowano tu polimery przewodz¹ce (5,6) oraz polimeryczne powierzch-
nie kationowe (7,8). Podobnie jak poprzednio, sterowana potencja³em adsorpcja
nici DNA na tak przygotowanych powierzchniach elektrody powoduje, ¿e s¹ one zo-
rientowane zasadami w kierunku roztworu.

Umieszczanie nici kwasów nukleinowych w polimerze powoduje ich du¿e upa-
kowanie, ale zarazem mocno ogranicza ich elastycznoœæ konformacyjn¹. Prowadzi
to do pogorszenia kinetyki procesu hybrydyzacji.

Warstwa utworzona t¹ technik¹ jest stabilna w warunkach prowadzonego eks-
perymentu. Dlatego potencjalnie mog³aby byæ wykorzystana do immobilizacji prze-
ciwcia³ skierowanych wzglêdem bia³ek wytwarzanych przez organizmy GMO i za-
st¹piæ testy ELISA.

3.3. Metoda oparta na powinowactwie chemicznym

Jedn¹ z bardziej popularnych metod immobilizacji sondy na przetworniku jest
metoda oparta na silnej interakcji pomiêdzy awidyn¹ i biotyn¹ (9,10). Immobilizacja
sondy w przypadku tej techniki przebiega wed³ug dwóch schematów:
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a) elektroda/ awidyna/ biotynylowany oligonukleotyd,
b) elektroda/ biotyna/awidyna/ biotynylowany oligonukleotyd.
Uzyskana t¹ metod¹ warstwa analityczna cechuje siê du¿¹ trwa³oœci¹. Daje ona

mo¿liwoœæ kontroli gêstoœci upakowania sond na powierzchni przetwornika.

3.4. Chemisorpcja sond na powierzchni elektrody z³otej (przetwornika) po-
przez tworzenie wi¹zania kowalencyjnego Au-S

Jest to najbardziej rozpowszechniona metoda polegaj¹ca na spontanicznej reak-
cji pomiêdzy powierzchni¹ z³otej elektrody a sond¹ zmodyfikowan¹ na jednym koñ-
cu grup¹ alkenotiolow¹. Metoda ta:

– daje bardzo dobre mo¿liwoœci sterowania ustawieniem sondy w stosunku do
powierzchni elektrody i gêstoœci¹ jej rozmieszczenia,

– zapewnia du¿¹ dynamikê konformacyjn¹ zimmobilizowanej sondy,
– umo¿liwia tworzenie tak zwanych warstw mieszanych zawieraj¹cych oprócz

sondy, np. alkenotiole eliminuj¹ce mo¿liwoœci niespecyficznej adsorpcji na powierz-
chni elektrody biomoleku³ pochodz¹cych z analizowanej próby.

Technika ta ze wzglêdu na opisane zalety, a tak¿e relatywnie ³atw¹ procedurê
przygotowania jest najszerzej stosowana do konstrukcji biosensorów opartych na
reakcji hybrydyzacji (11,12).

Wspomniano, ¿e generowany przez biosensor sygna³ analityczny jest efektem
procesu rozpoznania miêdzy analitem i jego warstw¹ analitycznie aktywn¹. W przy-
padku kwasów nukleinowych jest to reakcja hybrydyzacji analizowanej sekwencji
DNA z sekwencj¹ komplementarn¹ (sond¹) zimmobilizowan¹ na powierzchni elek-
trody. Fizykochemiczny sygna³ bêd¹cy efektem tej reakcji za pomoc¹ przetwornika
zostaje zamieniony na sygna³ analityczny.

W przypadku biosensorów opartych na reakcji hybrydyzacji najczêœciej stosowa-
ne s¹ przetworniki optyczne (13), elektrochemiczne (14,15) i mikrograwimetryczne
(16).

W ostatnim dziesiêcioleciu elektrochemiczne techniki detekcji i analizy DNA zy-
skuj¹ coraz wiêksz¹ popularnoœæ jako metody molekularnej diagnostyki w medycy-
nie, ochronie œrodowiska, a tak¿e do testowania genetycznej autentycznoœci pro-
duktów ¿ywnoœciowych. Metody te s¹ relatywnie tanie, ³atwe w obs³udze i mog¹
byæ stosowane poza laboratorium. Dlatego w tym opracowaniu ograniczymy siê do
technik elektrochemicznych.

Generalnie stosuje siê dwie strategie generowania elektrochemicznego sygna³u
analitycznego przez biosensory oparte na reakcji hybrydyzacji: metodê bezpoœred-
ni¹ i metodê poœredni¹.
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3.4.1. Metoda bezpoœrednia

Metoda ta opiera siê na elektroaktywnoœci kwasów nukleinowych. Zwi¹zana jest
z katalitycznym utlenianiem zasad i cukrów wchodz¹cych w sk³ad kwasów nukleino-
wych. Metody bezpoœrednie stosowane by³y raczej we wczesnym stadium rozwoju
elektrochemicznych metod detekcji kwasów nukleinowych. Ponad czterdzieœci lat
temu Palecek i wsp. opisali metodê rozró¿niania pojedynczej nici DNA od podwój-
nej w oparciu na reakcji jego bezpoœredniej redukcji na kroplowej elektrodzie rtê-
ciowej (17). Ten sam autor w 1988 r. opracowa³ metodê opart¹ na adsorpcyjnej wol-
tamperometrii strypingowej (ASV) (18). W technice tej etap redukcji kwasu nukle-
inowego poprzedzony jest okresem, w którym nastêpuje jego zagêszczenie na po-
wierzchni elektrody rtêciowej. Technika ta wyró¿nia siê bardzo wysok¹ czu³oœci¹.

G³ówn¹ wad¹ opisanych technik jest koniecznoœæ zastosowania wysokiego po-
tencja³u, dla przeprowadzenia bezpoœredniego utlenienia DNA na powierzchni elek-
trod sta³ych. W celu ominiêcia tego problemu zaproponowano dwustopniow¹ pro-
cedurê detekcji kwasów nukleinowych. Pierwszy etap polega na przeprowadzeniu
reakcji hybrydyzacji pomiêdzy sondami DNA zimmobilizowanymi na magnetycznych
mikrokulkach a analizowanym kwasem nukleinowym z roztworu badanej próbki.
W nastêpnym etapie kulki te zostaj¹ magnetycznie wydzielone z ca³ej próby. Zebra-
ny w ten sposób DNA zostaje depurynowany w roztworze kwaœnym, a uwolnione
guanina i adenina s¹ analizowane za pomoc¹ techniki ASV. Stosuj¹c tê procedurê
autorom uda³o siê oznaczyæ DNA na poziomie 40 femtomoli (~2 × 1010 cz¹steczek)
(19).

3.4.2. Metody poœrednie

Metody te s¹ oparte na:
– zmianach elektrochemicznych w³aœciwoœci przewodz¹cych polimerów wywo-

³anych reakcj¹ hybrydyzacji. Pierwszy zastosowa³ to Korii-Youssoufi. Wykorzysta³
on fakt, ¿e reakcja hybrydyzacji przeprowadzona na powierzchni elektrody modyfi-
kowanej pirolowymi pochodnymi kwasów nukleinowych powoduje przesuniêcie po-
tencja³u utleniania pirolu w kierunku potencja³u bardziej dodatniego (20);

– zmianach jonowego przewodnictwa podwójnej b³ony lipidowej w wyniku zajœ-
cia reakcji hybrydyzacji. W tej metodzie wykorzystano fakt, ¿e wprowadzenie do
podwójnej b³ony lipidowej sondy w postaci oligonukleotydów zmodyfikowanych
³añcuchami alkilowymi podwy¿sza przewodnictwo jonowe b³ony. Po wewn¹trzb³o-
nowej hybrydyzacji sondy z komplementarnym oligonukletydem pochodz¹cym
z roztworu badanej próbki przewodnictwo jonowe membrany maleje. Wywo³ane
jest to wyp³ukiwaniem z b³ony powsta³ej dwuniciowej helisy na skutek jej wiêkszej
hydrofilowoœci. Opisywana metoda jest bardzo czu³a i relatywnie prosta w wykona-
niu. Problemem jest jej powtarzalnoœæ (21,22).
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3.5. Reakcje redox markerów niekowalencyjnie zwi¹zanych z dwuniciowym
DNA

W tej technice wykorzystuje siê ró¿ne powinowactwo markerów elektroche-
micznych do pojedynczych i podwójnych nici DNA. Markery te wi¹¿¹ siê z DNA po-
przez:

– elektrostatyczne przyci¹ganie,
– wi¹zanie w rowkach helisy,
– interkalacji do wnêtrza helisy.
Markery wi¹zane w rowkach DNA ze wzglêdów oczywistych maj¹ znacznie wiêk-

sze powinowactwo do dsDNA ni¿ do pojedynczej nici. W przypadku markerów
wi¹zanych przez przyci¹ganie elektrostatyczne, ich powinowactwo jest mniejsze
w stosunku do helisy ni¿ w stosunku do pojedynczej nici DNA. Oczywiœcie markery
interkaluj¹ce do wnêtrza helisy maj¹ powinowactwo do dwuniciowego DNA i nie s¹
wi¹zane przez pojedyncz¹ niæ. Wykorzystuj¹c te ró¿nice w powinowactwie konstru-
uje siê biosensory selektywne dla poszczególnych form DNA. Biosensory otrzymane
t¹ technik¹ wykazuj¹ zadowalaj¹c¹ czu³oœæ, s¹ relatywnie ³atwe w przygotowaniu,
ale charakteryzuj¹ siê nisk¹ selektywnoœci¹.

Marker redox, który by³by idealny do zastosowania w biosensorach opartych na
reakcji hybrydyzacji powinien wykazywaæ nastêpuj¹ce cechy:

– zdecydowanie wiêksze powinowactwo do jednej z form DNA (nici pojedynczej
lub podwójnej),

– potencja³ redox markera powinien znajdowaæ siê poza potencja³em redox
kwasów nukleinowych,

– reakcja redox z udzia³em markera powinna byæ odwracalna i szybka, a po-
wstaj¹ce w jej wyniku produkty powinny byæ stabilne.

W literaturze mo¿na znaleŸæ wiele opisów sensorów pracuj¹cych w oparciu na
takich markerach (23-25).

3.6. Reakcje redox markerów kowalencyjnie zwi¹zanych z sond¹ lub analitem

W pierwszych próbach zastosowania tej techniki analit DNA by³ modyfikowany
markerem redoks. W wyniku reakcji hybrydyzacji pomiêdzy znakowan¹ nici¹ DNA i
zimmobilizowan¹ na powierzchni elektrody sond¹ powstaje helisa z przy³¹czonym
markerem redox. Potwierdzeniem utworzenia helisy jest pojawienie siê na wolta-
mogramie piku utlenienia lub redukcji przy potencjale charakterystycznym dla da-
nego markera (26,27).

W ostatnim czasie pojawi³y siê nowe sposoby wykorzystania kowalencyjnie zwi¹-
zanych markerów redox. Innowacja polega na tym, ¿e marker jest zwi¹zany z synte-
tyczn¹ sekwencj¹ DNA wi¹¿¹c¹ siê z analizowan¹ nici¹ w miejscu oddalonym od se-
kwencji komplementarnej do sekwencji sondy. Obie sekwencje sondy i sekwencja
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modyfikowana markerem s¹ immobilizowane w mieszanej warstwie na powierzchni
elektrody. W wyniku reakcji hybrydyzacji analizowana sekwencja DNA jest wi¹zana
z elektrod¹ w dwóch miejscach, poprzez sondê i sondê modyfikowan¹ markerem
(rys. 3). Reakcja modyfikowanej sondy z analitem powoduje zmiany w³aœciwoœci re-
dox markera, a tak¿e wartoœci generowanego pr¹du faradajowskiego, bêd¹cego
konsekwencj¹ przebiegu reakcji utleniania i redukcji. Technika ta pozwala na kon-
strukcje nie tylko czu³ych, ale bardzo selektywnych biosensorów (28,29).

4. Przyk³ady stosowania biosensorów opartych na hybrydyzacji kwasów
nukleinowych do wykrywania GMO

Pomimo potencjalnych korzyœci z zastosowania biosensorów do kontroli GMO
w produktach rynkowych, metody te wci¹¿ s¹ na etapie badañ naukowych. Przyczyn
takiego stanu rzeczy jest wiele. Mog¹ one wynikaæ z faktu, ¿e metoda identyfikacji
i iloœciowej oceny GMO jest „dostarczana” wraz z produktem do Komisji Europej-
skiej przez firmê wytwarzaj¹c¹ GMO. Aby metoda taka mog³a wejœæ do oficjalnie
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Rys. 3. Schemat wi¹zania analitu w mieszanej warstwie analitycznej.



dzia³aj¹cych laboratoriów kontroli GMO, musi zostaæ poddana walidacji w testach
miêdzylaboratoryjnych, które s¹ organizowane przez CRL w oparciu na sieci euro-
pejskich laboratoriów GMO. Koszty takiej walidacji s¹ bardzo du¿e, a pokrywa je fir-
ma wprowadzaj¹ca produkt na rynek. Poza tym, jak dot¹d, nie uda³o siê stworzyæ
biosensora o odpowiedniej czu³oœci, który móg³by byæ stosowany bez powielenia
transgenu w reakcji PCR, a zatem bez pominiêcia najbardziej kosztownej czêœci ana-
lizy jakoœciowej. Niemniej jednak uda³o siê opracowaæ kilka systemów detekcji, któ-
re mog¹ konkurowaæ ze stosowan¹ oficjalnie metod¹ analizy iloœciowej – PCR
w czasie rzeczywistym. Jednym z takich rozwi¹zañ jest zastosowanie powierzchnio-
wego rezonansu plazmonowego do iloœciowego oznaczania kukurydzy Bt-176 (30).
W metodzie tej biotynylowane produkty multipleksowej reakcji PCR przeprowadzo-
nej na DNA pochodz¹cym z kukurydzy nietransgenicznej oraz kukurydzy zawie-
raj¹cej 0,5 lub 2% modyfikacji genetycznej BT-176 zosta³y immobilizowane w ró¿-
nych przep³ywowych kuwetach biosensora. Do immobilizowanych sekwencji
wstrzykiwano sondy komplementarne do genu odniesienia dla kukurydzy (zeiny)
oraz transgenu. Czu³oœæ uzyskiwanego sygna³u by³a porównywalna z wynikami PCR
w czasie rzeczywistym i pozwala³a na odró¿nienie próbek zawieraj¹cych ró¿ne ilo-
œci GMO. Metoda jest interesuj¹ca, niemniej jednak wymaga zastosowania doœæ
kosztownej aparatury do zbierania sygna³u.

Innym ciekawym opracowaniem jest stworzenie genosensora dla genu NOS (ter-
minator syntetazy nopaliny) stosowanego w wiêkszoœci wprowadzanych na rynek
modyfikacji genetycznych (31). W metodzie tej 25-nukleotydowa jednoniciowa se-
kwencja komplementarna do genu NOS jest immobilizowana na drukowanej jedno-
razowej elektrodzie grafitowej. Zbierany jest sygna³ pr¹du pochodz¹cego z redukcji
b³êkitu metylenowego, fotouczulacza wi¹¿¹cego siê specyficznie z resztami guaniny
w DNA. Hybrydyzacja sekwencji komplementarnej zmniejsza wielkoœæ sygna³u emi-
towanego przez b³êkit metylenowy. Ró¿nica w emisji sygna³u jest miar¹ zawartoœci
GMO w badanym materiale. Limit detekcji wynosi w tej metodzie 1,9-2,5 �g/ml,
a zatem metoda jest bardzo czu³a.

W Polsce zespó³ Uniwersytetu Gdañskiego kierowany przez Grzegorza Wêgrzy-
na pracuje nad stworzeniem biosensorów do wykrywania infekcji bakteriofagowych
w bioreaktorach zawieraj¹cych kultury bakteryjne. Sensory te oparte s¹ albo na wy-
krywaniu specyficznych sekwencji nukleotydowych faga (32) albo specyficznych bia-
³ek fagowych (33). W obu metodach elektroda zawieszona w celi przep³ywowej,
przez któr¹ przepompowywana jest zawartoœæ bioreaktora zbiera sygna³ elektrycz-
ny pochodz¹cy z redukcji paraaminofenolu do chinonu na anodzie sensora. Chinon
jest powrotnie utleniany do paraaminofenolu na katodzie sensora i w ten sposób
powstaje pr¹d mierzony przez sensor. Iloœæ paraaminofenolu dostêpnego w takim
cyklu redoks zale¿y od liczby reakcji hybrydyzacji badanych sekwencji nukleotydo-
wych z sond¹ lub od liczby reakcji badanych bia³ek wirusowych z przeciwcia³ami
umieszczonymi na chipie. Metody s¹ bardzo czu³e i wykazuj¹ dobre parametry iloœ-
ciowe. Poza tym detektory charakteryzuj¹ siê niewygórowan¹ cen¹.
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Autorzy tego artyku³u równie¿ pracuj¹ nad stworzeniem elektrycznych senso-
rów do wykrywania zmodyfikowanej genetycznie soi (RoundupReady®). We wstêp-
nych wynikach wskazuje siê na mo¿liwoœæ identyfikacji obecnoœci transgenu w DNA
izolowanym z ziaren GMO bez amplifikacji specyficznych sekwencji, jednak limit de-
tekcji nie jest jeszcze oznaczony.

5. Podsumowanie

Tak jak pokazaliœmy w ostatniej dekadzie prowadzone s¹ intensywne badania
nad opracowaniem elektrochemicznych biosensorów opartych na reakcji hybrydyza-
cji. Zainteresowanie to jest spowodowane mo¿liwoœciami jakie narzêdzia te oferuj¹.
Najwa¿niejsze to ich wysoka czu³oœæ, selektywnoœæ, ³atwoœæ w obs³udze. Cechy te
czyni¹ z nich narzêdzia umo¿liwiaj¹ce prowadzenie na szerok¹ skalê monitorowa-
nia jakoœci genetycznej produktów ¿ywnoœciowych na wielu etapach ich drogi z po-
la do talerza.

Artyku³ ten by³ czêœciowo finansowany ze œrodków projektu badawczego Ministerstwa Nauki i Edu-
kacji 2P06T 01429.
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