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Grzyby sa druga co do wielkosci grupa eukariontow. Powszechne wystepowanie w srodowisku i tancuchu
pokarmowym niektorych gatunkow, tzw. patogendéw grzybowych, moze czyni¢ je jednak niebezpiecznymi dla
ludzi. Mykotoksyny sa niskoczasteczkowymi metabolitami wtornymi wytwarzanymi przez patogeny grzybowe,
takie jak Aspergillus, Fusarium i Penicillium i stanowig powazne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci i
zdrowia konsumentow. Niektore powszechnie produkowane mykotoksyny, takie jak afla- i ochratoksyny,
zearalenon (ZEN), deoksyniwalenol (DON) i patulina (PAT) mogg powodowa¢ choroby i §mier¢ u ludzi i innych
zwierzat. Z tego powodu zanieczyszczenie mykotoksynami jest odpowiedzialne za marnowanie okoto 1,3 miliarda
ton zywnosci rocznie. Okoto 25% produktow zbozowych na $wiecie jest skazonych mykotoksynami, czego
przejawem jest tez niedawna sytuacja w Polsce, kiedy importowane zboze czgsto zawierato szkodliwe substancje.
Z uwagi na to, monitorowanie jakos$ci zywnosci i pasz jest bardzo wazne przed wprowadzeniem ich na rynek
konsumencki, aby zapewni¢ zrownowazone dostawy zywnosci. Dlatego istnieje potrzeba opracowania tatwo
dostepnych 1 wiarygodnych narzedzi do detekcji zanieczyszczen mykotoksynami oraz patogenami grzybowymi
stanowiacymi ich zrédlo.

Elektrochemiczne biosensory DNA z uwagi na niewielki koszt wytworzenia, prostote odczytu sygnalu oraz
oferowane przez nie mozliwosci prowadzenia analiz bezposrednio w ztozonych probkach stanowig wartosciowe
narzedzia o rosnacym znaczeniu w diagnostyce genetycznej czy analityce sSrodowiskowej. Swoja uniwersalnos¢ i
szerokie mozliwosci aplikacyjne zawdzigczaja one unikalnym wlasciwosciom receptorowym jednoniciowych
sekwencji oligonukleotydowych. Ich odpowiednie i racjonalne zaprojektowanie moze zaowocowaé uzyskaniem
sond DNA, zdolnych do selektywnych oddzialywan zaré6wno z komplementarng sekwencja DNA (genosensory)
jak 1 innymi analitami, np. toksynami organicznymi (aptasensory). Czyni to je potencjalnie atrakcyjnymi
narzedziami do szybkiej detekcji zagrozen bezpieczenstwa zywnosciowego. Klasyczne biosensory
powinowactwa, do ktorych zaliczamy roéwniez aptasensory i genosensory, funkcjonuja w oparciu o tzw.
mechanizm heterogeniczny, czyli wykorzystujacy receptory odpowiedzialne za wychwyt wykrywanych substancji
w postaci unieruchomionej na stalym podlozu. Takie podejscie ulatwia wprawdzie pozniejsza separacje
niezwigzanych sktadnikow probki i odczyt sygnatu, jednak wynikajace z dowigzania do powierzchni ograniczenie
swobody zmian konformacji receptorowej sekwencji DNA, tj. dopasowania jej ksztaltu do wykrywanej czasteczki,
moze istotnie ostabia¢ powinowactwo receptora. Zjawisko takie jest niekorzystne i wptywa ono na pogorszenie
parametréw analitycznych takiego biosensora.

Zgloszony projekt ma na celu doglgbne zbadanie istotno$ci wptywu postaci receptora oligonukleotydowego
(wolny vs. zwigzany z powierzchnig) na jego zdolnos$¢ wigzania roznych analitdw, na przyktadzie matej czasteczki
organicznej — mykotoksyny DON oraz biomakroczasteczki — specyficznej sekwencji genu Fusarium ssp.
(biomarker genetyczny uzyskiwany w wyniku reakcji amplifikacji PCR). Aby wykaza¢ potencjalne przewagi
wykorzystania swobodnych receptorow w postaci niezwigzanej (mechanizm homogeniczny), w ramach badan
opracowana zostanie konstrukcja dwdch wariantdow biosensora DNA (aptasensora i genosensora) do detekcji
wyzej wspomnianych modelowych analitow, waznych z punktu widzenia bezpieczenstwa zywnosciowego.
Proponowane rozwigzania bazuja na rozpoznawaniu molekularnym odpowiednio toksyny DON i genu Fusarium
przez receptor DNA obecny w roztworze, specyficznym znakowaniu za pomocg nanoczastek magnetycznych i
koniugatow enzymu - fosfatazy alkalicznej, magnetycznej separacji znakowanych kompleksow oraz detekcji
elektrochemicznej produktow reakcji enzymatycznej. Wierzymy, ze opracowana rodzina bioczujnikow polaczy
zalety: 1) wysokiej czulosci - dzigki uwolnieniu wczeéniej ograniczonej zdolno$ci wigzania receptorow
oligonukleotydowych, ii) wszechstronno$ci znakowania koniugatami ALP-DNA i separacji magnetycznej oraz iii)
prostoty detekcji elektrochemicznej przy uzyciu tanich, niemodyfikowanych elektrod.



