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Pracownia Teorii 1 Zastosowan Elektrod

Autoreferat rozprawy doktorskiej pt.:

»Jedno- i wieloskladnikowe matryce do kontrolowanego unieruchamiania

enzymow i nici DNA na roznych podlozach”

Promotor pracy: prof. dr hab. Zbigniew Stojek

Dotychczasowe doniesienia literaturowe wskazuja, ze zwiazki wazne biologicznie,
takie jak kwasy nukleinowe i enzymy pozostaja elektroaktywne po odpowiednim osadzeniu
na materiatach metalicznych i niemetalicznych. Stwarza to szansg ich iloSciowego 0znaczenia
na powierzchni 1 monitorowania zmian ich wlasciwosci. Jednakze dokladne i precyzyjne
wyizolowanie charakterystycznego sygnatu biomolekuly z czgsto ztozonego sygnatu tta
i zapewnienie efektywnej komunikacji elektronowej pomigdzy podlozem a biomolekuta
stanowia nadal duze wyzwanie. Zrozumienie mechanizmu przeniesienia elektronu poprzez
warstw¢ posredniczaca dla zwiazkéw biologicznie aktywnych moze pozwoli¢ na
udoskonalenie konstrukcji elektrod enzymatycznych i biosensorow. Niniejsza rozprawa
doktorska dotyczy charakterystyki warstw posredniczacych na elektrodzie, umozliwiajacych
kontrolg aktywnosci 1 orientacji (na powierzchni) zwiazkow o duzym znaczeniu biologicznym
(DNA, enzymy).

W swojej pracy doktorskiej skupitem si¢ na wykorzystaniu soli diazoniowych,
hydrozeli oraz kompozytéw polimerowych z dodatkiem nanoczastek ztota do modyfikacji
podioza elektrodowego. Modyfikacje podtoza jednorodna warstwa fenylowa uzyskuje sig
w wyniku jednoelektronowej redukcji soli diazoniowej. Waznym etapem w procesie
osadzenia odpowiednio zmodyfikowanych grup fenylowych jest utworzenie rodnika, za
posrednictwem ktérego grupa fenylowa taczy sie¢ z podlozem. Niestety, glownym
mankamentem wykorzystania soli diazoniowych byt niekontrolowany rozrost tworzonej przez
nie warstwy i tworzenie struktury wielowarstwowej, ktéra w przypadku unieruchamiania
zwiazkow biologicznie waznych jest niepozadana. Na podstawie przeprowadzonych badan

udowodniono, ze wbrew powszechnemu przekonaniu, parametrem limitujacym tworzenie



mono- czy tez wielowarstwy nie jest czas elektroosadzania ale potencjat elektroredukcji soli
diazoniowej. Jesli przylozony potencjat byl wystarczajacy do redukcji wszystkich czasteczek
jonu diazoniowego na powierzchni elektrody, wowczas po utworzeniu monowarstwy nie
obserwowano jej dalszego rozrostu. Dodatkowo, warstwa taka charakteryzowata si¢ najlepsza
regularno$cia. Potwierdzity to wyniki uzyskane technikami AFM oraz PM IRRAS. Jakos¢
i regularno$¢ uzyskanej warstwy fenyloaminowej miata bezposrednie przelozenie na
aktywnos¢ unieruchamianych na jej powierzchni nici DNA. Tylko i wylacznie w przypadku
utworzenia monowarstwy  wszystkie nici  DNA  unieruchomione na ‘taczniku
fenyloetyloaminowym byly zdolne do procesu hybrydyzac;ji.

Synteza soli diazoniowych jest etapem czasochtonnym 1 niestety jej trwalosé¢
w temperaturze pokojowej jest bardzo niska. W zwiazku z tym, prébuje si¢ modyfikowaé
poditoza warstwa fenylowa w warunkach in situ. Podejscie to zdecydowanie skraca czas
modyfikacji i minimalizuje koszty badan, jednakze ma rowniez Swoje ograniczenia. Z uwagi
na fakt, ze s6l diazoniowa syntezowana jest na drodze spontanicznej reakcji pomigdzy
odpowiednia I-rzedowa aromatyczna pochodna aminowa i azotanem(III) sodu w §rodowisku
0.5 M HCI, produkty reakcji ubocznych moga réwniez adsorbowac si¢ na powierzchni
elektrody. Udziat reakcji ubocznych bezposrednio przeklada si¢ na stabilno$¢
1 funkcjonalno$¢ takiego filmu. W niniejsze] rozprawie doktorskiej wykazano, ze
w warunkach in situ bardzo wazna rolg odgrywa czas, jaki uptynat od momentu sporzadzenia
mieszaniny l-rzedowej aminy aromatycznej i azotanu(Ill) sodu. Udowodniono, ze
analogicznie jak w warunkach ex situ, warto$¢ potencjatu elektroredukcji, jak i odpowiedni
stosunek molowy substratow decyduje o jednorodnosci i grubosci uzyskiwanej warstwy
fenylowej osadzanej na powierzchni elektrody. Im grubsza jest warstwa, tym bardziej jest ona
zr6znicowana pod wzgledem topograficznym. Defekty warstwy w postaci jej nierdwnoSci
zdecydowanie pogarszaja efektywno$¢ pracy urzadzen, w ktorych zostata ona zastosowana:
biosensorow DNA i bioogniw.

Zastosowanie materiatu kompozytowego polimer przewodzacy — nanoczastki Au, jak
1 hydrozelu, zdecydowanie rozwija powierzchni¢ pracujaca podtoza. Moze to mie¢ szczegdlne
znaczenie w poprawie czulo$ci Dbiosensor6w DNA, rowniez tych stosowanych
w badaniach skazenia zywnosci czy W testach potwierdzajacych obecno$¢ zywnosci
genetycznie modyfikowanej. Granica detekcji biosensora DNA $cisle zalezy od efektywnosci
procesu hybrydyzacji 1 od ilo$ci nici DNA tworzacych warstwg sensorowa. Im wigcej
zdolnych do hybrydyzacji nici DNA, tym lepsza czulo$¢ danego biosensora. Nanoczastki

ztota odpowiednio rozlozone w warstwie polimeru powinny stworzy¢ szczegdlnie dobre



warunki do utworzenia efektywnej warstwy sensorowej. Grubos$¢ polipirolu w matrycach
kompozytowych miata istotny wplyw na struktur¢ warstwy nanoczastek Au. Warto$¢ oporu
przeniesienia tadunku w przypadku kompozytu o najcienszej warstwie polipirolu (10 nm)
byla zblizona do wartos$ci tego parametru dla czystej elektrody, co potwierdza jednorodnos¢
badanej warstwy kompozytowej i réwnomierne roztozenie w niej nanoczastek Au.
Zwigkszanie grubosci polipirolu w matrycach kompozytowych skutkowato wzrostem
opornos$ci przeniesienia tadunku.

Réwniez hydrozel pNIPA zmodyfikowany grupami —COOH sprawdzit si¢ w roli
trojwymiarowej matrycy do efektywnego i kontrolowanego unieruchamiania nici DNA.
Kluczowym etapem podczas konstrukeji tréjwymiarowej matrycy byta optymalizacja
zawarto$ci procentowej grup karboksylowych, ktéra pozwolita wybra¢ hydrozel
charakteryzujacy si¢ jednoczes$nie najefektywniejszym wykorzystaniem grup —COOH oraz
najlepszymi parametrami mechanicznymi. Najbardziej powtarzalne wyniki uzyskano dla
zawartosci grup —COOH w przedziale 2 + 5 %. Unieruchamianie nici DNA w matrycy
hydrozelowej nastgpowalo na skutek utworzenia wigzania amidowego pomigdzy grupa
aminowa modyfikujaca ni¢ DNA, a grupa karboksylowa hydrozelu. Tréjwymiarowos¢
matrycy hydrozelowej pozwolila praktycznie wyeliminowac ,.efekt domina” i wprowadzi¢
o jeden rzad wielko$ci wigksza ilo$¢ nici DNA, w pordwnaniu z tradycyjnymi, popularnymi
warstwami posredniczacymi, tj. samoorganizujacymi si¢ monowarstwami tiolowymi
i warstwami fenylowymi. Pomimo stosunkowo wysokiej gestosci DNA w trojwymiarowe;j
matrycy polimerowej wszystkie nici DNA byly zdolne do brania udzialu w procesie
hybrydyzacji, poniewaz kazda z unieruchomionych w strukturze zelu nici DNA miala
wystarczajaco duzo miejsca w pordwnaniu do tradycyjnych matryc. Zostato to potwierdzone
badaniami z wykorzystaniem SEM, EQCM oraz LA ICP MS. Z uwagi na fakt, zZe
unieruchomione nici DNA mozna bylo tatwo usunaé¢ z matrycy hydrozelowej w §rodowisku
stabo kwasnym, matryce mogty by¢ wykorzystane wielokrotnie.

Wyniki badan uzyskane podczas realizacji pracy doktorskiej zostalty opublikowane
w czasopismach migdzynarodowych: dwie w Biosensors and Bioelectronics i Electrochimica

Acta oraz po jednej w Analytical Chemistry i Electroanalysis.



