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Rozprawa doktorska Pana Mgr Michała Fau pt: ,, Jedno- i wieloskładnikowe matryce do

kontrolowanego unieruchomienia enzymów i nici DNA na różnych podłożach'' ma

charakter badań podstawowych z jednoczesnym silnym podkreśleniem aspektów

aplikacyjnych obejmujących rozwój nowoczesnych bioczujników, które mogą znaleźc

szerokie zastosowanie w diagnostyce medycznej, kontroli jakoŚci żywności, czy monitoringu

środowiska. Jednym z kluczovłych elementów bioczujników jest właŚciwe unieruchomienie

na ich powierzchni elementu biologicznego odpowiedzialnego za selektywne rozpoznanie

oznaczanego analitu. Poszukiwanie rozwiązania tego problemu stanowi główny cel rozprawy

doktorskiej Pana Mgr Michała Fau.

Realizując go, Autor rozptary przeprowadziłbadaniamające na celu wykreowanie cienkich,

jednorodnych i dobrze przewodzących warstw na powierzchni wybranego podłoża stałego,

odpowiednich do zapewnienia prawidłowego unieruchomienia enzymów

(zzachowaniem ich zdolnoŚci katalizowania procesów biochemicznych), oraznici DNA

(z zachow ani em mo żl iwo ś c i przepr ow adzania pro ce s ó w hybrydyzacj i).



Do realizacjipov,ryŻszychzadń, Autor zastosował dwie techniki wywarzania warstw (1)

na drodze elektroredukcji odpowiednich soli diazoniowych oraz (2) chemisorpcji pochodnych

tiolowych.

Bardzo istotnym etapem modyfikacji wybranego podłoża stałego warstwą zredukowanej soli

diazoniowej jest w1.twotzenie rodnika arylowego. Może on wywołać niepoŻądany proces

oligomeryzacj i prowad zący do wytworzenia po liwarstwy.

Autor podjął się rozwiązania tego problemu i udowodnił, ptzeprowadza1ąc systematyczne

pomiary pIZy pomocy elektrochemicznej mikrowagi kwarcowej oraz ęlektrochemicznej

spektroskopii impedancyjnej, Żę o tulorzeniu się poŻądanĄ monowarstwy soli diazoniowych

decyduje potencjał elektroredukcji, a nie jak się powszechnie uwaŻa, czas elektroosadzania

( Analytical Chemistry 83,20III,928I). orientacja grup aminoetylofenylolvych względem

podłoŻa została okreŚlona ptzy pomocy spektroskopii odbiciowej w podczerwieni z

modulacją polaryzacjt światła ( PM IRRAS).

Do unieruchamiania nici DNA zmodyfikowanych grupami NHz na powierzchni filmu -
CH6H4(CHz)zNHz Autor zastosował łącznik w postaci glikolu polietylenowego' który szybko

reaguje z grupani aminowymi w temperaturze pokojowej. W celu Wznaczenia ilości

pojedynczych i podwójnych nici DNA zwtryanych z warstwą pośredniczącą, Autor

zastosował pomiary chronokulometryczne w obecnoŚci heksaamonorutenu(Ill). Dwukrotny

wzrost stęzenia powierzchniowego DNA po procesie hybrydyzacji, świadczący o I00 oń

efektywności procesu hybrydyzacji, Autor zaobserwował jedynie w przypadku warstwy

aminoetylofenylowej uzyskanej przy potencjale elektroredukcji -0.85 V. Wniosek ten został

również potwierdzony przy pomocy pomiarów kąta zwiżania. Warstwa aminoetylofenylowa

uzyskana przy potencjale elektroredukcji -0.85 V charakteryzowała się najv,ryŻszymi

właŚciwościami hydrofilowymi, to znaczy największą liczbą grup aminowych

unieruchomionych na powierzchni. Wartości parametrów uzyskanych dla tej warstwy metodą

elektrochemicznĄ spektroskopii impedancyjnej były zdecydowanie bardziej korzystne w

porównaniu z warstwami wyworzonymi przy innych potencjałach. Uzyskane wyniki

pozwoliły na jednoznaczny wybór potencjału -0.85 V do elektroredukcji tetrafluoroboranu 4-

amnioetylobenzenodiazoniowego w celu uzyskania warstwy optymalnej do unieruchomienia

nici DNA otazzapęwnienia 100 % efektywności procesu hybrydyzacji.

Autor rozprary przeprowadz1łbadana dotyczące Szeregu parametrów wpływających, na

jakośó warstwy fenylowej wytworzonej z mieszaniny reakcyjnej aminy aromatycznej oraz

azotanu (III) sodu w środowisku wodnym. W tyrrr przypadku elektroredukcja soli

diazoniowej zachodzi ztego Samego roŹworu, co jej synteza. ZŁożonośc tego procesu moze



mieó wpływ, na jakośÓ fiwarzatej warstwy. Zatem, Autor zbadał wpływ takich parametrów

jak: długość łańcucha alifatycznego pomiędzy grupą funkcyjną a pierścieniem aromatycznym,

stosunek molowy substratów oraz reakcje uboczne karboksylovYych soli diazoniowych.

Wartości potencjału do chronoamperometrycznego procesu elektrorędukcji soli diazoniowej z

grupami karboksylo\\rymi zostaŁy wybrane na podstawie pierwszego woltamperogramu

cyklicznego. Najbardziej równomierną oraz jednorodną warstwę uzyskano dla potencjału

równego potencj ałowi woltamaperometrycznego piku redukcj i soli.

Wartości potencjału znacznie się różnią pomimo bardzo niewielkiej roŻnicy w strukturze

stosowanych soli (brak grupY CHz, jedna grupa CH2 oraz dwie grypy CHz). Równiez

wartości potencj ałów stosowanych do elektroredukcj i tetrafluoroboranu

4-amnioetylobenzenodiazoniowego Znacznte się róznią się od wartości stosowanych dla soli

z grupą CooH. Dlaczego? Chciałabym zaprosić Autora do przedyskutowania tego zjawiska.

Badając wpływ stosunku molowego substratów, na jakoŚÓ wytworzonych warstw, ptzy

pomocy wagi mikrokwarcowej oraz elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej Autor

jednoznacznie stwierdził' Żę stosunek równomolowy jest nĄbardziej odpowiedni do

w1.tworzenia jednorodnej warstwy karboksyfenylowej. Zastosował ją do unieruchomienia nici

DNA zmodyfikowanych grupami aminowymi wykorzystując wytworzenie wiązan

amidowych w obecności E'DCA{HS.

odczuwa się brak porównania warstwy karboksyfenylowej oIaz warstwy

aminoetylofenylowej w połączeniu z łącznikiem glikolowym stosowanych do

unieruchamiania nici DNA zmodyfi kowanych grupami aminowymi.

Warstwę karboksyfenylową Autor wykorzystał róvłntęŻ do unieruchamiania lakazy. Jęi

obecnoŚó na powierzchni warstwy udowodnił przy pomocy mikrowagi kwarcowej. Laktaza

unieruchomiona na zoptymalizowanej warstwie karboksyfenylowej zachowaŁa właŚciwoŚci

katalityczne. Sygnały elektrokatalttycznej redukcji tlenu zarejestrowane na zmodyftkowanej

powierzchni były bardzo dobrze uksztahowane a wartości prądu znacznie wyŻsze w

porównaniu do wartości prądu redukcji tlenu rejestrowane na czystej elektrodzie złotej.

Szkoda, Żę Autor rozprary nie przedyskutował bardziej szczegółowo sposobu

unieruchamiania |akazy. Czy wartośó pH roztworu miałaby wpływ na ten proces? Czy nie

warto byłoby rozwaŻyć wtązania kowalencyjnego poprzez w7Ąulorzenie wiązan amidowych?

Autor rozprary dokonał porównania stabilności warstw fenylowych tworzonych na

drodze SamoorganizaĄi tioli oraz elektroredukcji soli diazoniowych na powierzchni elektrod

złotych. Wykazał jednoznacznie, żę warstwy wytworzone poprzez elektroredukcję

charaktetyzowały się lepszą stabilnością oraz lepszą przydatnością do unieruchamiania nici



DNA oraz oksydazy glukonowej. Autor vq,kazaŁ, że modyfikacja elektrod zarówno złotych

jak i węglowych poprzęz elektroredukcję soli diazoniowych może stanowió korzystną

alternatywę do szeroko stosowanej metody spontanicznej Samoolganizacji pochodnych

tiolowych na powierzchni złota. Jednocześnie, nie przekreśla tej metody, opracowując

polipirolowe kompozyty wzbogacone nano cząsteczkamt złota. Autor wykazał, że naniesienie

cienkiej jednorodnej warstwy polipirolowego filmu wzbogaconego nano cząsteczkami złota

na powierzchnię węgla szklistego gwarantuj e bardzo dobre właściwości elektrochemiczne

zmodyfikowanej elektrody. Tu nasuwa się pytanie' w jaki sposób można kontrolowaó

grubości i jednorodnośó warstwy polimeru oraz stopień jego nasycenia nano cząsteczkami

złota?

Elektrodę zmodyfikowaną optymalnym składem polipirolowego kompozytu wzbogaconego

nano cząstęczkarni złota Autor wykorzystał do konstrukcji geno-czujnika. Jego czułośc

zdecydowanie była lepsza od geno-czujnika, w którym nici DNA były unieruchamiane

bezpośrednio na powierzchni czystego zŁota.

Kolejną metodą Zaproponowffilą przez Autora do unieruchamiania nici DNA to

trójwymiarowe hydrożele N-izopropyloakryloamidowe (pNIPA) zawierające grupy

karboksylowe. Po zopĘmalizowaniu tch zawartoŚci (na poziomie 5oń), hydrożel został

zastosowany do unieruchamiania nici DNA popIzez wytworzenie wiązan amidowych w

obecnoŚci EDCAIHS. Trójwymiarowość matrycy pozwoliła na unieruchomienie o jeden rząd

większej ilości nici DNA w porównaniu z metodami opartymi o chemisorpcję pochodnych

tiolowych czy teŻ elektroredukcję związków diazoniowych. Autor WkazaŁ, że pomimo

wysokiej gęstości nici DNA w trójwymiarowej matrycy hydrożelowej, proces hybrydyzacji

zachodził ze I00 % wydajnoŚcią. Dodatkowym atutem jest zdolnośó do usuwania nici DNA

zhydroŻelu. co umozliwia jego wielokrotne zastosowanie.

Podsumowując, chciałabym podkreśltc, Że osiągnięcia Pan Mgr Michała Fau stanowią

istotny wkład przyczyntający się do rozwoju nowoczesnych bioczujników.

Ocena edytorska

Rozprawa jest przygotowana bardzo starannie. Wstęp teoretyczny jest dobrze

udokumentowany aktualnymi pracami naukowymi o międzynarodowym zasięgu.

Cel rozprawy zostałjasno Sprecyzowałry. CzęśÓ eksperymentalna, włącznie ze stosowanymi

technikami została opisana jasno i syntetycznie. Zabrakło moŻę jedynie vłyruŻnego

oddzielenia części doty czącĄ omówienia wyników.

W streszczeniu Autor bardzo dobrze okreŚla swoje osiągnięcia'



Drobne uchybienia edytorskie to: dwie różne wartoŚci potencjału elektroredukcji soli

diazoniowej HzN - CoHłCooH: 0.22 V ( Tabela II) oruz 0.18 V (Tabela 9 i Rys. 57 A). Co

jest powodem tej roŻnicy? W Tabeli II i l2brakzaznaczenta Er.

Ocena dorobku

Pan Mgr Michał Fau jest współautorem 6 publikacji, które ukazały się w renomowanych

czasopismach takich jak Biosensors and Bioelectronics (dwie) (IF 6.51), Analytical

Chemistry (IF 5.825), Electroanalysis (2.502) oraz Electrochimica Acta (IF 4.086) ( dwie).

Są to czasopisma o szerokim zasięgu, o czym śwtadczą wysokie wartości współczynników

oddziaŁywaria.

Podsumowanie

W podsumowaniu, stwierdzam, rozprawa doktorska pt: Jedno- i wieloskładnikowe matryce

do kontrolowanego unieruchomienia enzymów i nici DNA na różnych podłożach

autorstwa Pana Mgr Michała Fau spełnia wszystkie wymagania określone w Ustawie z dnia

14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki stawiane rozprawom doktorskim. Zatem, ZwTacarn się do Rady Wydziału

Chemii Uniwersytetu Warszawskiego z wnioskiem o dopuszczenie Pana Mgr Michała Fau do

dalszych etapów przewodu doktorskiego.

ZpowaŻaniem,
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Prof/ Dr'hab. Hanna Radecka


