Zalacznik nr 3

Autoreferat w jezyku polskim

dr Pawel Niedzialkowski
Zespot Chemii Supramolekularnej
Katedra Chemii Analitycznej
Wydzial Chemii
Uniwersytet Gdanski

6-/

PODPIS ZAUFANY

PAWEL
NIEDZIAEKOWSKI

24.01.2022 21:28:28 [GMT+1]

Dokument podpisany elektronicznie
podpisem zaufanym



Autoreferat

. Imig¢ 1 nazwisko
Pawet Niedziatkowski

. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajgcego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskie;.

Dyplom doktora nauk chemicznych w zakresie chemii nadany uchwatag Rady Wydziatu
Chemii Uniwersytetu Gdanskiego z dnia 29 czerwca 2010 roku.

Tytul rozprawy doktorskiej: Synteza pochodnych aminokwasow i eterow koronowych
zawierajacych centra redoks aktywne i chromoforowe.

Promotor: prof. dr hab. inz. Tadeusz Ossowski

Dyplom magistra chemii, Wydziatu Chemii, Uniwersytetu Gdanskiego z dnia 31 maja 2004
roku.

Tytul pracy magisterskiej: Synteza pochodnych aminokwaséw zawierajacych centra
koordynacyjne i redoks aktywne

Promotor: dr hab. inz. Tadeusz Ossowski, prof. UG

. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

adiunkt (od 01.10.2010 - aktualnie) - Uniwersytet Gdanski, Wydzial Chemii, Katedra
Chemii Analitycznej, do 31.08.2012, od 01.09.2012 do 21.01.2014 Katedra Chemii
Organicznej, natomiast od 22.01.2014 - aktualnie, Katedra Chemii Analitycznej,

asystent (od 06.04.2009 do 30.09.2010) - Uniwersytet Gdanski, Wydziat Chemii, Katedra
Chemii Analitycznej

. Omoéwienie osiggnie€, o ktdrych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz.
478 z p6Zn. zm.).

Tytut osiggniecia naukowego:

Modyfikacja oraz badania powierzchni materiatow elektrodowych na potrzeby analityki
1 bioanalityki

Opisane osiggnigcie naukowe stanowi cykl 12 publikacji rozwigzujacych istotne

zagadnienia zwigzane z badaniami wtasciwos$ci materiatow elektrodowych oraz opracowaniem



technik procesu ich modyfikacji w celu uzyskania nowych komponentow wykazujacych
odmienne wtasciwos$ci w stosunku do wyjsciowych elektrod.

Glownym zamierzeniem oprocz badan wiasciwosci niemodyfikowanych materiatow
elektrodowych, byto uzyskanie nowych wysoce czutych materiatow stanowigcych podstawe
w kierunku wykrywania §cisle okreslonych analitéw na bardzo niskich poziomach ste¢zen. Prace
naukowe sktadajace si¢ na opisane osiggni¢cie naukowe przedstawiono ponizej:

1) H.1. R. Bogdanowicz™, M. Sawczak, P. Niedzialkowski, P. Zicba, B. Finke, J. Ryl,
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N. Malinowska, J. Karczewski, R. Bogdanowicz™, Boron-Enhanced Growth of Micron-
Scale Carbon-Based Nanowalls: A Route toward High Rates of Electrochemical
Biosensing, ACS Applied Materials & Interfaces. 9 (2017) 12982—-12992. 1F2017 8,097,
MNiSW2021 200.

6) H.6. D. Nidzworski, K. Siuzdak, P. Niedzialkowski, R. Bogdanowicz"’, M. Sobaszek,
J. Ryl, P. Weiher, M. Sawczak, E. Wnuk, W. A. Goddard, A. Jaramillo-Botero™,
T. Ossowski, A rapid-response ultrasensitive biosensor for influenza virus detection using
antibody modified boron-doped diamond, Scientific Reports. 7 (2017) 15707. 1F2017 4,122,
MNiSW2021 140.
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8) H.8. P. Niedzialkowski™, Z. Cebula, N. Malinowska, W. Bialobrzeska, M. Sobaszek,
M. Ficek, R. Bogdanowicz, J. S. Anand, T. Ossowski, Comparison of the paracetamol
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MNiSW2021 140.
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M. Sobaszek, A. Wcisto, T. Ossowski, R. Bogdanowicz, J. Ryl™, Multisine impedimetric
probing of biocatalytic reactions for label-free detection of DEFB1 gene: How to verify that
your dog is not human?, Sensors and Actuators B: Chemical. 323 (2020) 128664. 1F2020
7,460, MNiSWonn1 140.

12) H.12. P. Niedzialkowski™, M. Bojko, J. Ryl, A. Wcisto, M. Spodzieja, K. Magiera-Mularz,
K. Guzik, G. Dubin, T. A. Holak, T. Ossowski, S. Rodziewicz-Motowidlo, Ultrasensitive
electrochemical determination of the cancer biomarker protein sPD-L1 based on a
BMS-8-modified gold electrode, Bioelectrochemistry. 139 (2021) 107742. 1F200 5,373,
MNiSW2021 100.

4.1. Wprowadzenie

Aktualnym trendem w analityce chemicznej jest coraz to czestsze wykorzystanie metod
elektroanalitycznych w celu wykrywania substancji chemicznych. Przewaga zastosowania
powyzszych metod w stosunku do tradycyjnych technik pomiarowych jest ich prostota,
stosunkowo niski koszt oraz skrocony czas analizy. Zastosowanie nowych materiatéw
elektrodowych lub tez chemicznie modyfikowanych materiatdéw przewodzacych stwarza
mozliwos¢ osiggniecia detekcji analizowanych substancji na bardzo niskich poziomach stezen.
Chemiczna modyfikacja elektrod pozwala na wykrywanie zwigzkow biologicznych, ktérych
identyfikacja jak dotad byta niemozliwa.

Aktualnie badania nad nowymi materiatami elektrodowymi, ktoére pozwalaja na
jednoczesne $ledzenie obecnos$ci analitu z zastosowaniem dwoch lub wiecej technik
pomiarowych stanowi niezwykle wyzwanie. Uzyskanie materiatow przewodzacych
pozwalajacych na jednoczesne przeprowadzenie pomiarow z zastosowaniem metod
elektroanalitycznych i spektroskopowych stwarza nie tylko perspektywe detekcji substancji na
niskim poziomie st¢zen, ale rowniez uzycia takiego materiatu jako potencjalny czujnik opto-
elektrochemiczny. Takie zatozenie moze by¢ spetlnione w przypadku zastosowania jako
materiatu elektrodowego modyfikowanego swiattowodu.



Glownym celem badawczym przedstawionego osiggniecia naukowego bylo
opracowanie procedur modyfikacji materiatow elektrodowych w celu uzyskania nowych
materialow zdolnych do wykrywania badanych analitow oraz badania wlasciwosci
fizykochemicznych modyfikowanej powierzchni.

W swoich badaniach skupitem si¢ na opracowaniu technik modyfikacji elektrod
diamentowych domieszkowanych borem (BDD), ktore w zaleznosci od stopnia
domieszkowania boru oraz zawartosci niediamentowej fazy weglowej wykazuja wiasciwosci
potprzewodnikowe lub tez przewodnictwo metaliczne.

Elektrody (BDD) sa doskonalym materiatem elektrodowym charakteryzujacym si¢
szerokim zakresem pracy (okno potencjalowe) 1 wysokg stabilno$cig w roztworach
wodnych [1]. Tego typu elektrody idealnie nadaja si¢ do pomiaréw elektroanalitycznych ze
wzgledu to, ze posiadaja bardzo niski prad tta, natomiast modyfikacja ich powierzchni
umozliwia detekcje analizowanych zwigzkéw na dotad nieosiggalnych poziomach
wykrywalnosci.

Modyfikacja powierzchni elektrod (BDD) organicznym filmem wytworzonym na
powierzchni znacznie zwigksza jej czulo§¢ w poréwnaniu do wyjsciowe] elektrody, co
udowodnitem w pracach [H.3., H.4., H.6., H.7., H.11.]. Opréocz wymienionych prac,
zdecydowalem si¢ takze na wykorzystanie elektrod diamentowych (BDD) oraz (B:CNWs) jako
materialow shuzagcych do detekcji wybranych analitow, bez konieczno$ci uprzedniej
modyfikacji [H.8, H.5]. Skoncentrowatem si¢ takze na opracowaniu i optymalizacji procesu
modyfikacji powierzchni elektrody (BDD), aby otrzyma¢ nowy material elektrodowy
wykazujacy odmienne wlasciwosci elektrochemiczne i1 optyczne w stosunku do wyjsciowej
elektrody [H.1, H.2]. W celu przeprowadzenia jednoczesnej detekcji technika optyczna
1 elektrochemiczng przeprowadzitem rowniez modyfikacj¢ powierzchni $wiattowodu
pokrytego warstwa tlenku cyny i indu (ITO) [H.9., H.10.]. Prace te, oprocz innych publikacji,
sg efektem realizacji grantu konsorcyjnego ,Przewodzace struktury fotoniczne do
wieloparametrycznej diagnostyki biochemicznej” Sonata Bis 4, we wspotpracy z dr hab. inz.
Mateuszem Smietana, profesorem Politechniki Warszawskiej, ktory byl glownym
kierownikiem, natomiast ja bytem kierownikiem po stronie Uniwersytetu Gdanskiego.

Oprocz wyzej zaprezentowanych rodzajow podtozy, ktore uzytem do modyfikacji,
opracowatem rowniez metode funkcjonalizacji powierzchni ztotej elektrody udowadniajac,
umiejetno$¢ funkcjonalizacji wielu materialéw elektrodowych. Wspodtpracujac z naukowcami
Uniwersytetu Gdanskiego i Uniwersytetu Jagiellonskiego, ktorzy prowadza badania nad
interakcjami biatek oraz kwasu 1-[[3-bromo-4-[(2-metylo[1,10-bifenyl]-3ylo)metoksy]-
fenylo]metylo]-2-piperydynokarboksylowego (BMS-8), opracowatem skuteczng metode jej
przylaczania do powierzchni ztotej elektrody, uzyskujac ultraczuta powierzchni¢ pozwalajaca
na wykrycie liganda biatka programowanej $mierci komdrkowej 1 (PD-L1) [2], co zostato
opisane w pracy [H.12.]. Na podstawie szczegdtowej analizy widm impedancyjnych
przedstawionych w pracy udowodniono nieosiggalng dotad mozliwos$¢ rozroznienia wyzej
wspominanego liganda (PD-L1) i biatka programowanej $mierci 1 (PD-L1).

Reasumujac, nadrzgdnym celem moich badan, prowadzonych po osiggnigciu stopnia
doktora bylo opracowanie procedur modyfikacji powierzchni elektrod wykonanych z réznych
materiatldow oraz zbadanie mechanizméw reakcji niemodyfikowanych elektrod w celu
wykorzystania ich do przeprowadzenia pomiaro6w sensorycznych. Dodatkowym zatozeniem
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byto, opracowanie procedur pomiarowych z zastosowaniem narzgdzi elektrochemicznych
umozliwiajacych jednoczesne wykorzystanie pomiardw z uwzglednieniem technik optycznych
w celu detekcji wybranych analitéw. W trakcie realizacji postawionego celu, ze wzgledu na
interdyscyplinarny charakter badan, niezbedna byta wspoétpraca z wysoce wyspecjalizowanymi
zespotami badawczymi z kilku o$rodkéw naukowych. W prezentowanych pracach pehitem
wiodacg rolg w planowaniu i realizacji funkcjonalizacji powierzchni badanych materiatlow oraz
weryfikacji ich skutecznosci i identyfikacji mechanizmoéw detekcji.

4.2. Wlasciwosci 1 modyfikacja elektrod diamentowych domieszkowanych borem (BDD)

Elektrody (BDD) ze wzgledu na swoje wtasciwosci wykorzystywane sag w analizie
jonéw metali, zwigzkéw organicznych oraz biomolekut. Elektrody te charakteryzuja si¢
szerokim zakresem pracy zar6wno w roztworach wodnych jak i niewodnych, a takze nie sa
wrazliwe na obecno$¢ tlenu rozpuszczonego elektrolicie. Szczegdlnie elektrody (BDD)
wykorzystywane sg w analizach sensorycznych i biosensorycznych ze wzgledu na to, ze
charakteryzuja si¢ bardzo niskim i stabilnym pradem tta, okoto 10 razy mniejszym, niz
w przypadku zastosowania elektrody wykonanej z wegla szklistego (GC) oraz bardzo wysoka
odpornoscia na dezaktywacj¢ zwigzang z kumulacja produktéw elektroanalizy [3,4].

Bor jest najczesciej uzywany do domieszkowania elektrod diamentowych, ze wzgledu
na to, ze ma niska energie¢ aktywacji wynoszacg 0,37 eV [5]. Domieszkowanie borem prowadzi
do powstania potprzewodnika typu p, a przewodnictwo elektrod zalezy od ilo$ci uzytego boru.
Elektrody wysoko domieszkowane moga wykazywaé przewodnictwo pol-metaliczne [6].
Potprzewodniki typu n natomiast otrzymuje si¢ poprzez domieszkowanie z zastosowaniem
fosforu, azotu lub siarki [7].

Sposdb modyfikacji elektrod (BDD) warunkuje zewnetrzna powierzchnia elektrody,
ktora moze by¢ uwodorniona lub utleniona. Powierzchnie uwodornione powstaja podczas
procesu chemicznego osadzania z fazy gazowej (CVD) [8], natomiast utlenione moga by¢
otrzymywane w wyniku anodowej polaryzacji, poprzez zastosowanie plazmy tlenowe;,
ozonowania lub w obecnosci silnego utleniacza [9].

Uwodornione elektrody (BDD) pozwalajg na detekcje trudno wykrywalnych na innych
elektrodach substancji takich jak: serotonina [10], glukoza [11], L-Cysteina [12] czy DNA [13].
Natomiast elektrody (BDD) utlenione znalazty zastosowanie w utlenianiu substancji
zawierajacych w swojej strukturze tadunek dodatni. Przyktadem zastosowania utlenionych
elektrod (BDD) moze by¢ utlenianie dopaminy [14], kwasu moczowego [15] i glutationu [16].
Utlenione elektrody wykorzystywane sa rowniez do oznaczania tlenu, pH [17] oraz zasolenia
wody morskiej [18].

Jednym ze sposobow modyfikacji elektrod (BDD) jest umieszczenie na powierzchni
elektrody cienkich warstw tlenkowych na przyktad tlenku tytanu (TiOz) [19], tlenku cynku
(ZnO) [20] czy tez tlenku kobaltu (CoO) [21]. Powierzchnia elektrody moze by¢ réwniez
domieszkowana nanoczgstkami metali: zlota [22], srebra [23], platyny [24] lub tlenkow metali:
rutenu (RuO,) [25] i irydu (IrO2) [26]. Istniejg rowniez metody fotochemicznej modyfikacji
elektrod (BDD) z zastosowaniem odpowiednich alkenéw zakonczonych grupami aminowymi
[27], karboksylowymi [28], hydroksylowymi [29] oraz tiolowymi [30]. Powyzsza technika



moze by¢ rowniez wykorzystana do zakotwiczenia na powierzchni elektrody perfluorowanych
tancuchow alkilowych [31], pochodnej ferrocenu [32], badZ pochodnych zawierajacych grupy
fosforanowe [33].

Utlenione elektrody (BDD) najczgsciej funkcjonalizowane sg poprzez zastosowanie
reakcji silanizacji odpowiednimi substratami umozliwiajagcymi wytworzenie na powierzchni
nowych grup funkcyjnych takich jak grupy: alkilowe, hydroksylowe, aminowe czy
karboksylowe [34].

4.3. Wiasciwosci 1 modyfikacja elektrod tlenkowe (ITO) oraz elektrod ztotych (Au).

Transparentne materiaty elektrodowe znajduja zastosowanie w urzadzeniach
elektronicznych stanowigcych ekrany dotykowe, sa one rOwniez stosowane w ogniwach
stonecznych lub diodach elektroluminescencyjnych [35]. Tlenek cyny domieszkowany indem
(ITO) bedacy polprzewodnikiem typu n jest jednym z najczgéciej wykorzystywanych
transparentnych materialéw w zakresie widzialnym [36]. Elektrody, zawierajace na swojej
powierzchni cienka warstwe (ITO) otrzymuje si¢ gldéwnie metoda chemicznego osadzania
z fazy gazowej (CVD) [37]. Powyzsze warstwy mozna otrzymaé rowniez przez rozpylanie
magnetronowe [38] lub fizyczne osadzanie z fazy gazowej (PVD) poprzez osadzanie laserowe
[39].

Warstwy (ITO) powstajg takze poprzez osadzanie w fazie ciektej stosujgc techniki
elektrochemicznego osadzania, wspotstracania odpowiednich wodorotlenkéw czy metoda zol-
zel [40]. Podczas osadzania cienkich warstw (ITO) niezwykle wazny jest dobér odpowiednich
parametrow, ktore wplywaja na wtasciwosci optyczne, elektryczne i mechaniczne, co przektada
si¢ na ich praktyczne zastosowanie [41].

Elektrody (ITO) ze wzgledu na transparentno$¢, stabilno$¢ elektryczng oraz niski prad
tla bardzo czesto wykorzystywane sg w elektroanalizie. W celu poprawienia efektywnosci
elektrochemicznej przeprowadza si¢ modyfikacj¢ elektrod (ITO) r6znymi materiatami takimi
jak nanoczastki metali, kropki kwantowe, grafen, grafit, nanorurki weglowe oraz tlenki metali:
Ti02, CuO, NiO, WOs3 czy ZnO [42].

Istnieje kilka technik modyfikacji elektrod (ITO) poprzez: natozenie modyfikatora na
powierzchni¢ i wysuszenie, elektroosadzanie oraz przez zanurzenie i1 odparowanie Ww
prozni [42]. Jednak najpopularniejszg metoda jest metoda chemiczna, w ktorej wykorzystuje
si¢ substancje zdolne do utworzenia wigzan estrowych z grupami -OH na powierzchni
elektrody.

Elektrody ztote, ze wzgledu na ich mozliwo$¢ modyfikacji znajduja ogromne
zastosowanie w elektroanalizie. W ostatnich latach bardzo duze zainteresowanie wzbudzaja
elektrody porowate o rozbudowanej powierzchni, uzywane w katalizie i budowie nowych
biosensorow [43]. Powierzchnie elektrod ztotych mozna modyfikowaé poprzez zastosowanie
alkanotioli oraz ich pochodnych. Alkanotiole na powierzchni elektrod wykazuja zdolnos¢ do
tworzenia samoorganizujacych monowarstw (SAM), co ma przetozenie na ich praktyczne
wykorzystanie w tworzeniu nowych typow sensoréw oraz biosensoréw. Ogromng zaletg
alkanotioli jest trwalo$¢ tworzonych monowarstw oraz mozliwo$¢ ich dalszej modyfikacji
metodami chemicznymi.



4.4. Omowienie wynikow badan: modyfikacja elektrod (BDD) — ich charakterystyka
1 wlasciwosci

W pracach [H.1.] i [H.2.] opisywanego osiggni¢cia naukowego postanowitem
opracowa¢ procedury modyfikacji elektrod (BDD), po uprzedniej modyfikacji powierzchni
elektrody alliloaming z zastosowaniem mikrofalowego reaktora plazmowego. Modyfikacje
powierzchni wykonalem w dwoéch etapach. Pierwszy etap modyfikacji zostat prowadzony w
celu wytworzenia polimerycznej warstwy polialliloaminy na powierzchni i zostat wykonany
w Greifswaldzie (Niemcy) w Instytucie Leibniza Badan Plazmowych i Technologii (INP).
W drugim etapie otrzymane elektrody zostaty poddane dalszej funkcjonalizacji ponizszymi
grupami zwigzkoéw chemicznych.

Pierwsza grupa wykorzystanych do funkcjonalizacji zwigzkoéw byly molekuty
wykazujace fluorescencj¢ Rodamina 110 oraz pochodna L-tryptofanu (Fmoc-Trp(Boc)-OH.
Wybor powyzszych molekut dat mozliwos¢ weryfikacji powodzenia procesu funkcjonalizacji
elektrod oraz charakterystyki nowo otrzymanych materialdéw metodami elektrochemicznymi
oraz poprzez wykonanie pomiardéw fluorescencji.

Drugg grupa zwigzkéw byty pochodne 9,10-antrachinonu, nad ktérymi pracowatem po
uzyskaniu stopnia doktora. Pierwsza wykorzystang do modyfikacji powierzchni elektrod byta
pochodna lizyny N®fert-butoksykarbonylo-L-N®-(9,10-antrachinony-1-ylo)-Lizyna (Boc-
Lys(AQ)-OH), ktora otrzymalem modyfikujac wczesniej przedstawiong w literaturze
procedure syntezy [44]. Wydluzajac czas reakcji oraz zmieniajgc stosunek proporcji uzytych
reagentoéw udato mi si¢ zwiekszy¢é wydajnos¢ reakcji z 64.8% do ponad 90 %. Drugim
wykorzystanym do modyfikacji zwigzkiem byt nowy, dotad nieopisany w literaturze zwiazek
oparty na 9,10-antrachinonie, bedacy pochodna lizyny otrzymany jako dendrymer
poli-L-lizynowy zawierajacy w swojej budowie 4 czasteczki redoks aktywne w postaci
9,10-antrachinonu. Czgsteczka ta zostala otrzymana na nos$niku stalym stosujac synteze metoda
Fmoc/tBu oraz oczyszczona technikga HPLC, natomiast tozsamo$¢ zwigzku zostata okreslona
za pomocg widm masowych. Synteze na nosniku stalym wykorzystatem réwniez w celu
uzyskania innych pochodnych 9,10-antrachinonu, ktére zostaty opisane w pracy [B.3.].

Modyfikujac elektrody (BDD) potwierdzilem, ze polimeryzacja z zastosowaniem
alliloaminy prowadzi do wytworzenia reaktywnego filmu. W wyniku przeprowadzonych
reakcji kowalencyjnego przylaczenia wybranych molekul udowodnitem, ze elektroda (BDD)
moze by¢ w dalszym etapie modyfikowana. Powyzsze stwierdzenie zostalo potwierdzone
przeprowadzonymi badaniami metodami elektrochemicznymi (woltamperometria cykliczna,
CV), metodami fluorescencyjnymi oraz pomiarami kata zwilzania elektrod przed oraz po
procesie modyfikacji.

W przypadku funkcjonalizacji powierzchni elektrody zwigzkami: (Boc-Lys(AQ)-OH)
oraz pochodnej tryptofanu wykorzystatem reakcje ich przylaczania z zastosowaniem N,N-
diizopropylokarbodiimidu (DIC) w obecnosci 1-hydroksybenzotriazolu (HOBt). W trakcie
przylaczania Rodaminy 110 oraz otrzymanej dendrymerowej pochodnej reakcje
przeprowadzitem w obecnosci N,N-diizopropylokarbodiimidu (DIC) =z dodatkiem
katalitycznych ilosci 4-(dimetylamino)pyridyny (DMAP). W obu przypadkach, reakcje
przeprowadzitem w mieszaninie chlorku metylenu (DCM) oraz dimetyloformamidu (DMF)



w stosunku objetosciowym 1:1. Schemat procedury uzytej do modyfikacji elektrod (BDD)
przestawilem na rysunku 1, natomiast na rysunku 2 zamiescitem struktury zwigzkow ktore
zostaly osadzone na elektrodzie w wyniku przeprowadzonych reakcji.

NH; NH; NHy (0] NH NH HN o]

H H HoN
L1 | i RJ\OH

_—
BDD ) BDD
DIC/HOBt DMAP

' Polimeryzacja plazmowa

Rysunek 1. Schemat procedury modyfikacji elektrod (BDD) [H.1., H.2.].
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BN ™
409 o I

NH2
[e] NH
NH,
N cH
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Rodamina 110, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Boc-Lys(AQ)-OH, Dendrymer

Rysunek 2. Wzory strukturalne zwiazkéw chemicznych uzyskanych na elektrodzie (BDD) w wyniku
dwuetapowej modyfikacji powierzchni [H.1., H.2.].

Wyniki badan elektrochemicznych dla roztworow zawierajacych nastepujace wzorce
redoks: [Fe(CN)s]*7*, Fe**" czy chinon/hydrochinon przedstawionych w pracy [H.1.]
potwierdzaja, ze osadzona polialliloamina tworzy warstwe izolacyjng, blokujaca proces
przeniesienia fadunku. Jest to najprawdopodobniej zwigzane z oddziatywaniem grup
aminowych, obecnych na powierzchni elektrody. Proces ten jest niezalezny od pH badanego
roztworu w zakresie od 5 do 9. Niezwykle waznym wnioskiem wynikajacym z wykonanych
pomiarow elektrochemicznych przedstawionych w pracach [H.1., H.2.], jest to, ze przytaczenie
badanych zwiazkow do powierzchni elektrody (BDD) modyfikowanej polialliloaming,
niezaleznie od ich rodzaju, w znacznym stopniu umozliwia transfer elektronéw poprzez
warstwe podwdjng elektrody.

Glownym wnioskiem wynikajacym z pracy [H.1.] jest to, ze elektrody (BDD)
modyfikowane Fmoc-Trp(Boc)-OH, Boc-Lys(AQ)-OH oraz syntetycznym dendrymerem
opartym na L-Lizynie, umozliwiajg rowniez rejestracje sygnatow fluorescencyjnych. Natomiast
elektroda (BDD) po modyfikacji Rodaming 110 wykazuje fluorescencje obserwowang
w poréwnaniu do czystej nie modyfikowanej elektrody (BDD) na niskim poziomie detekc;ji.

W prezentowanej pracy [H.1.] udowodnitem ze proces funkcjonalizacji powierzchni
elektrody (BDD) moze by¢ potwierdzony zaréwno technikg woltamperometrii cyklicznej oraz
fluorescenc;ji.

Funkcjonalizacja powierzchni elektrod (BDD) redoks-aktywnymi pochodnymi
9,10-antrachinonu, jest niezwykle interesujacym zagadnieniem z punktu wlasciwosci
powyzszych molekut. Dlatego, w odrgbnej pracy zdecydowatem si¢ na porOwnanie
wiasciwosci elektrod modyfikowanych jedng czasteczka Boc-Lys(AQ)-OH lub dendrymerem
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opartym na L-Lizynie zawierajacym w strukturze cztery czasteczki 9,10-antrachinonu. Wyniki
przedstawione w pracy [H.2.] sa kontynuacja prac zapoczatkowanych w pracy [H.1.] i stanowia
odrebng grupe badan.

Analiza przeprowadzonych pomiaréw fluorescencji przedstawianych w pracy [H.2.]
pozwala na stwierdzenie, ze zwickszona ilo$¢ czasteczek 9,10-antrachinonu obecnych
w modyfikujacej strukturze powoduje obnizenie intensywnos$¢ fluorescencji. Sygnat
fluorescencji dla elektrody modyfikowanej pochodng Boc-Lys(AQ)-OH jest wyzszy w
stosunku do sygnatu zarejestrowanego dla pochodnej dendrymeru zawierajgcej] w swojej
strukturze cztery czasteczki 9,10-antrachinonu.

W pracy [H.2.] udowodnitem istotny wptyw modyfikacji pochodnymi L-Lizyny
i 9,10-antrachinonu na kinetyke transferu tadunku, w poréwnaniu do nie modyfikowane;j
elektrody (BDD) oraz ze proces przeniesienia tadunku jest efektywniejszy dla
modyfikowanych elektrod bez wzgledu na zastosowang pochodng jako modyfikator.

Szczegbélnie roznice pomigdzy modyfikowana, a nie modyfikowanag elektroda
obserwowane w sg roztworze elektrolitu zawierajacym dodatnio natadowany probnik redoks
w postaci Fe?”3". Najprawdopodobniej jest to zwigzane z oddzialywaniami czasteczki
9,10-antrachinonu z dodatnio natadowanymi jonami. Mierzalne wielko$ci pradow w roztworze
zawierajagcym Fe?”®" s3 niemal identyczne niezaleznie od zastosowanej czasteczki
modyfikatora. Pozwala to na wysnucie wniosku, ze modyfikacja powierzchni elektrody (BDD)
redoks aktywna czasteczka poprawia transfer tadunku, niezaleznie od ilosci czasteczek redoks
aktywnych w modyfikujacej molekule.

Reasumujac, w pracy [H.2.] udowodnitem, ze elektroda modyfikowana czasteczka
9,10-antrachinonu nie tylko ma inne wlasciwosci od nie modyfikowanej, ale réwniez
potwierdzono, ze podczas pomiarow nie s3g obserwowalne sygnaty pochodzace od
9,10-antrachinonu.

W kolejnym etapie prowadzonych badan zaplanowalem modyfikacj¢ elektrod (BDD),
aby wykazywaty duza czuto$¢ na obecno$¢ zasad nukleinowych: adeniny oraz guaniny, co
zostato przedstawione w pracy [H.3.].

Adenina (A) oraz guanina (G) naleza do zasad purynowych, natomiast tymina (T)
1 uracyl (U) do zasad pirymidynowych. Zwigzki te sg podstawowymi sktadnikami kwasow
nukleinowych, odgrywajacymi kluczowa role w najwazniejszych procesach biologicznych,
zachodzacych w kazdej ludzkiej komorce. Od 1989 roku nastapit niezwykle intensywny rozwoj
badan zwigzanych z wykorzystaniem metod elektrochemicznych w analizie kwasow
nukleinowych [45], ktére pozwalaja w sposob tani i szybki okresli¢ uszkodzenia DNA lub tez
wykry¢ okreslony fragment fancucha DNA, stosujac do tego celu specjalnie zaprojektowana
powierzchni¢ elektrody. Niezwykle waznym jest fakt, ze wickszo$¢ elektrochemicznych
biosensorow, ktdrych zadaniem jest monitorowanie oksydacyjnego uszkodzenia DNA oparta
jest na oznaczaniu gltownie puryn: adeniny oraz guaniny [46]. Powyzsza idea stala si¢
podstawowym moim celem badawczym, ktory zostat zrealizowany oraz opisana w pracy [H.3.].

W celu uzyskania czutej elektrody na obecnos¢ puryn: (A) i (G) w badanym roztworze,
powierzchni¢ elektrody (BDD) sfunkcjonalizowatem wykorzystujac poli-L-Lizyne. W pracy
[H.3.] opisatem i poréwnatem -elektrochemiczng metod¢ modyfikacji oraz modyfikacje
elektrody ,,przez zanurzenie”.



Przystepujac do realizacji wyzej postawionego celu, proces elektrochemicznego
utlenienia (A) i (G) przedstawiono jedynie na elektrodach wykonanych z wegla szklistego
uwzgledniajacy tylko réznicowa woltamperometri¢ pulsowa (DPV) [47,48]. Natomiast
oznaczenie (A) oraz (G) z wykorzystaniem niemodyfikowanych elektrod (BDD) zostato
przeprowadzone tylko w jednej pracy [49]. Dlatego tez, postanowilem wykorzystac
modyfikacje elektrody (BDD) poli-L-Lizyng w celu zwigkszenia biokompatybilnosci badanych
analitéw, poprzez obecnos$¢ zaréwno dodatnio, jak i uyjemnie natadowanych grup funkcyjnych,
wystepujacych w obrebie jednej molekuty, co bezposrednio mialo przektada¢ sie¢ na
zwiekszenie zdolnosci detekcji zasad purynowych na badanej elektrodzie.

W pracy [H.3.] po raz pierwszy przedstawitem wykorzystanie poli-L-Lizyny jako
czynnika modyfikujacego powierzchnie elektrody (BDD) w celu detekcji zasad purynowych.
Elektrode¢ (BDD) zmodyfikowatem wykorzystujac dwie rozne techniki funkcjonalizacji, ktore
przedstawiono na rysunku 3a. W pierwszym sposobie opisywanym jako modyfikacja przez
»zanurzenie” wykorzystalem rozcienczony roztwér poli-L-Lizyny w wodzie, w ktorym
umieszczono elektrody na 24 godziny.

a) modifikacja przez "zanurzenie"

H H H g 2x10°
| | | poli-L-Lizyna| § :
BDD ] G o B BDD

:1:? /’/7 = Py oLz

T T T r T
16 14 1.2 10 08 06
Potential (V) vs. Ag/AgCI

b) electrochemiczna modyfikacja

Rysunek 3. Schemat modyfikacji elektrody (BDD) a) roztworem poli-L-Lizyny przez zanurzenie b) w
wyniku elektropolimeryzacji opisany w pracy [H.3.].

Drugim zaproponowanym przeze mnie sposobem modyfikacji elektrody (BDD), byta
elektrochemiczna metoda osadzania poli-L-Lizyny. W celu uzyskania trwatej powtoki ztozonej
z poli-L-Lizyny zastosowalem metode (CV), wykonujac 30 skanéw w zakresie od 0,5 V do
1,5V vs Ag/AgCl, w roztworze buforu fosforanowego (PBS) pH=7,4 zawierajacym
poli-L-Lizyn¢. Na rysunku 3b przedstawiono woltamperogramy cykliczne otrzymywane
podczas modyfikacji elektrody (BDD). W wyniku przeprowadzonych badan obserwowano
obnizenie wysoko$ci pradéw utlenienia az do uzyskania stalego poziomu, co $wiadczyto
o uzyskaniu stabilnej powtoki.

W pracy [H.3.] przedstawiono analizy poréwnawcze uzyskanych elektrod
z niemodyfikowanymi elektrodami (BDD) z uzyciem nastgpujacych technik: skaningowej
mikroskopii elektronowej (SEM), kata zwilzalnosci oraz spektroskopii fotoelektronow
w zakresie promieniowania X (XPS), ktére potwierdzaja, ze obie uzyte metody powoduja
uzyskanie trwatej modyfikacji elektrod. Natomiast, wyniki przeprowadzonych badan
porownawczych z zastosowaniem techniki (CV) w roztworze 0.5 M NaySOs elektrolitu
zawierajacego rozne probniki redoks: ujemnie natadowany [Fe(CN)¢]*", dodatnio
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natadowany Fe?*/Fe>* oraz obojetny uktad chinon/hydrochinon (Q/H2Q) uwydatniaja roznice
pomigdzy zastosowanymi metodami modyfikacji elektrody.

Modyfikacja poli-L-Lizyng zarowno w przypadku elektrody modyfikowanej przez
»zanurzenie”, jak 1 w sposob elektrochemiczny cechuje si¢ znacznie szerszym zakresem pracy
w stosunku do elektrody nie modyfikowanej, przy czym dla elektrody modyfikowanej przez
,zanurzenie” zakres ten jest najwickszy. W przypadku badan w roztworze zawierajacym
probnik redoks w postaci ujemnie natadowano kompleksu [Fe(CN)e]*"*
zazwyczaj jako probnik wrazliwy na modyfikacj¢ powierzchni elektrody [50], zaobserwowano
bardzo duze zmiany dla modyfikowanych elektrod w stosunku do elektrody poréwnawcze;.
Zmiany przebiegu zarejestrowanych woltamperogramow obserwowane sg dla obu modyfikacji
w stosunku do czystej elektrody (BDD), jednakze dla elektrody (BDD) modyfikowanej
elektrochemicznie na otrzymanych woltamperogramach uzyskano najwyzsze wartosci pradéw
oraz najmniejszg separacje pikow utleniania/redukcji (AE). Obliczone wartos$ci statej szybkos$ci

, stosowanego

przeniesienia elektronu k” réwniez sa zroznicowane w stosunku do elektrody poréwnawcze;.
Badania przeprowadzone w roztworze elektrolitu zawierajacym Fe?*/Fe®" wykazaly roéwniez
odmienne zachowanie elektrochemiczne w stosunku do wyjsciowej elektrody (BDD).
W przypadku roztworu chinon/hydrochinon (Q/H2Q) okazalo si¢, ze otrzymane nowe
powierzchnie elektrod (BDD) katalizujg reakcje utleniania HoQ bardziej efektywnie niz
porownawcza niemodyfikowana elektroda (BDD).

Badania z wykorzystaniem techniki (DPV) potwierdzily, ze modyfikowane elektrody
(BDD) poli-L-Lizyng charakteryzuja si¢ wyzsza czuto$cig wykrywania zasad nukleinowych w
stosunku do elektrody nie modyfikowanej oraz ze elektroda modyfikowana elektrochemicznie
jest czulsza przy wykrywaniu adeniny (A) oraz guaniny (G). Najmniejsze wykrywane st¢zenie
adeniny (A) i guaniny (G) w roztworze elektrolitu, stosujac elektrode modyfikowana przez
,zanurzenie” wyniosta odpowiednio 3 puM oraz 4 uM, natomiast dla elektrody (BDD)
modyfikowanej elektrochemicznie poziom wykrywalnos$ci powyzszych zasad byl dwa razy
WYZSZY.

Kontynuujac prace nad detekcja zasad nukleinowych, w nastepnej kolejnosci,
postanowilem opracowac oraz zoptymalizowa¢ metode efektywnej funkcjonalizacji elektrody
(BDD) zdolnej do wykrywania nie tylko adeniny (A) 1 guaniny (G), ale rowniez nalezacych do
puryn kofeiny (K). W tym celu jako modyfikatora elektrody wykorzystatem melaming
(2,4,6-triamino-1,3,5-triazyng), ktorej obecno$¢ na powierzchni elektrody w postaci
polimelaminy powoduje wzrost przewodnictwa. Jest to spowodowane delokalizacja
© elektronéw w obrebie molekuty umiejscowionej na powierzchni elektrody [51]. Kierujac si¢
powyzszym zatozeniem w pracy [H.4.] jako pierwszy przedstawitem procedur¢ modyfikacji
elektrod (BDD) z wykorzystaniem melaminy w celu detekcji adeniny (A), guaniny (G) oraz
kofeiny (K). W tym celu zaadaptowatem procedur¢ modyfikacji, ktéra zostata wczesniej
wykorzystana do funkcjonalizacji innych elektrod na bazie wegla, czyli (GC) oraz
wielo$ciennych nanorurek weglowych (MWCNT) [52—-54].

Zaprezentowana przeze mnie metoda modyfikacji elektrody (BDD) melaming polegata
na przeprowadzeniu procesu elektro-polimeryzacji, technikg (CV). W wyniku nastepujacych
po sobie 20 skanéw wykonanych w zakresie potencjalow od 0 V do+ 1,6 V w 1 M roztworze
H>SO4, zawierajacym 1 mM melaminy uzyskalem zamierzony efekt, co zostato potwierdzone
badaniami (SEM) oraz (XPS). Strukture tworzacego si¢ polimeru na powierzchni elektrody
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(BDD) oraz przebieg procesu modyfikacji przedstawiono na rysunku 4. Uzyskane
woltamperogramy podczas modyfikacji elektrody (BDD) znacznie r6znig si¢ od
woltamperogramow na wczesniej wspominanych elektrodach weglowych.

VA

( BDD | ( BDD

Rysunek 4. Schemat modyfikacji elektrody BDD melaming z zastosowaniem elektro-polimeryzacji
[HA4.].

Mechanizm tworzenia si¢ polimelaminy na powierzchni obejmuje tworzenie si¢ wigzan
typu HN-NH, pomi¢dzy sasiadujacymi grupami aminowymi pochodzacymi od dwoch réznych
czasteczek melaminy.

Uzyskane wyniki badan elektrochemicznych pozwolity na stwierdzenie, ze w wyniku
modyfikacji elektrody zakres jej pracy uleglt zawezeniu, szczegolnie w zakresie ujemnych
potencjatéw. Obserwowalna jest rowniez zmiana kinetyki transferu elektronéw w roztworze
elektrolitu zawierajacym probnik redoks [Fe(CN)s]*7* dla elektrod przed i po modyfikacji.

Wyniki badan detekcji adeniny (A), guaniny (G), kofeiny (K), a takze jedno
1 dwuniciowego DNA pochodzacego z grasicy cielgcej przeprowadzone na modyfikowanych
elektrodach (BDD) technika (DPV) jednoznacznie potwierdzaja duzo wigksza wykrywalno$¢
badanych analitow w stosunku do niemodyfikowanych elektrod (BDD). Modyfikowana
elektroda (BDD) melaming pozwolila na wykrywanie adeniny (A) o stezeniu wynoszacym
0,2 uM oraz kofeiny (K) o stezeniu 0,4 uM i byla 16 razy czulsza w pordwnaniu do
niemodyfikowanej elektrody. Uzyskana elektroda natomiast okazata si¢ najbardziej czuta na
guaning. Najmniejsze wykrywane stezenie guaniny na niemodyfikowanej elektrodzie (BDD)
wynosito 98 uM, podczas gdy na elektrodzie modyfikowanej melaming st¢zenie to wynosito
0,023 nM. Poréwnanie detekcji guaniny na obu modyfikowanej 1 niemodyfikowanej
elektrodzie (BDD) przedstawiono odpowiednio na rysunku 5 a i 5b.

Analiza probek rzeczywistych w postaci jedno i dwuniciowego DNA réwniez
potwierdzita réwniez wigkszg czulos¢ modyfikowanych elektrod. Na rysunku S5Sc
przedstawiono poréwnanie utleniania deoksyadenozyny oraz deoksyguanozyny na elektrodzie
(BDD) oraz elektrodzie modyfikowanej polimelaming, na ktérym obserwowany jest takze
dodatkowy sygnat najprawdopodobniej pochodzacy od utleniania innych nukleozydow [46,55].
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Rysunek 5. Poréwnanie detekcji guaniny na a) na modyfikowanej b) niemodyfikowanej elektrodzie
(BDD) oraz c¢) porownanie detekcji jedno dwuniciowego DNA na powyzszych elektrodach [H.4.].

W kolejnych etapach moich badan nanos$cienne elektrody domieszkowane borem typu
,hanowalls” (B:CNWs) stanowily nowy material, dlatego tez niezbgdne bylo poznanie ich
kinetyki proceséw wymiany tadunku oraz wilasciwosci sensorycznych. Analizujac kinetyke
przeniesienia tadunku elektrod (B:CNWs) okazato sie¢, ze elektrody te wykazuja niezwykle
rozwinigta powierzchnig, co spowodowato, ze analize zasad nukleinowych oraz dwuniciowego
DNA przeprowadzitem réwniez bezposrednio na tych elektrodach bez konieczno$ci ich
modyfikacji.

W pracy [H.5.] przedstawitem realizowane badania elektrod (B:CNWs) pod katem
wykorzystania ich w celu detekcji adeniny (A) 1 guaniny (G). Z kolei w informacji
uzupetniajacej do powyzszej pracy umieScitem wyniki analiz zastosowania elektrod typu
»hanowalls” do jednoczesnej detekcji adeniny (A), guaniny (G), tyminy (T), oraz cytozyny (C),
a takze oddzielnie tylko tyminy (T) i cytozyny (C). W informacji uzupetniajacej przedstawitem
przydatno$¢ badanych elektrod do detekcji dwuniciowego DNA.

Podczas jednoczesnej detekcji adeniny (A) i guaniny (G), co zostato przedstawione na
rysunku 6a i 6¢c zauwazytem, ze niezaleznie od stosowanej techniki obserwuje si¢ bardzo
wysokie sygnaty pradowe, ktére w przeliczeniu na powierzchni¢ geometryczng elektrody sa
duzo wyzsze niz odpowiedzi innych dotychczas opisanych elektrod, przektadajac si¢ na czutosé
badanych elektrod (B:CNWs). Obliczone wartosci granicy wykrywalnosci (LOD) dla badanych
zwigzkoéw wynosity 1,36 uM oraz 1,60 uM odpowiednio dla guaniny i adeniny.

Porownujac czuto$¢ detekcji adeniny oraz guaniny na elektrodzie (B:CNWs) z elektroda
diamentowa domieszkowang borem (BDD) [49], a takze na niemodyfikowanej elektrodzie
(GC) [48,56] lub tez (GC) modyfikowanej utlenionym grafenem [57], nanorurkami weglowymi
domieszkowane borem (B-CNTs) [58] oraz mezoporowatymi widknami weglowymi [59],
udowodnitem, ze elektroda (B:CNWs) nie wymaga modyfikacji i idealnie nadajg si¢ do detekcji
adeniny oraz guaniny.

Zauwazytem rowniez, ze dla badanych elektrod (B:CNWs) niezaleznie od uzytej
metody obserwuje si¢ dwa zakresy liniowos$ci mieszczace, si¢ w obrgbie wysokich oraz niskich
stezen analitu, co zostalo przedstawione na rysunku 6b i 6d. Jest to najprawdopodobniej
spowodowane adsorpcja adeniny i guaniny na powierzchni elektrody.

Wyniki jednoczesnej analizy wszystkich zasad nukleinowych adeniny (A), guaniny (G),
cytozyny (C) oraz tyminy (T) pokazaty, ze stosujac elektrode (B:CNWs) mozliwe jest
wykrywanie wszystkich zasad nukleinowych jednocze$nie. Analiza tylko cytozyny (C)
i tyminy (T) pozwala na wykrycie tych zwigzkoéw odpowiednio na poziomie st¢zen 0,125 mM
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oraz 62 uM. Podczas analizy dwuniciowego DNA zaobserwowalem, jednoczesne trzy sygnaty
pochodzace od guaniny (G), adeniny (A) oraz cytozyny (C), co wskazuje na wysoka czutos¢
badanych elektrod.

Podsumowujac w pracy [H.5.] udowodnitem, ze nano$cienne elektrody domieszkowane borem
typu ,,nanowalls” (B:CNWs) bardzo dobrze nadaja si¢ do detekcji zasad nukleinowych oraz
DNA.
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Rysunek 6. Woltamperogramy detekcji guaniny i adeniny uzyskane metoda a) (CV) ¢) (DPV), oraz b),
d) zalezno$¢ wysokosci pikdw od stezenia analizowanych analitow [H.5.].

W nastepnym etapie moich badan prowadzitem prace nad wykorzystaniem elektrod
diamentowych do celéw elektroanalitycznych. W pracach [H.6.] oraz [H.7.] przedstawilem
wyniki badan optymalizacji metody modyfikacji polikrystalicznych elektrod (BDD) [H.6.] oraz
nanokrystalicznych elektrod domieszkowanych borem (B:NCD) [H.7.]. Gtownym celem
powyzszych prac byla mozliwo$¢ przylaczenia do powierzchni elektrod poliklonalnych
przeciwciat (anty-M1) w celu wykrycia biatka M1, ktére zostalo otrzymane z dwoch typow
wirusa grypy HIN1 oraz wirusa grypy H3N2. Opracowanie sposobu modyfikacji powierzchni
elektrod miato umozliwi¢ wykrywanie biatka M1 na niskich poziomach stezen.

W pierwszym etapie opisanej metody modyfikacji elektrod (BDD) zastosowatem
elektrochemiczng funkcjonalizacje powierzchni z zastosowaniem soli diazoniowej, przy uzyciu
kwasu 4-aminobenzoesowego oraz azotynu sodu jako substratéw. Wykorzystanie kwasu
4-aminobenzoesowego pozwolilo mi na otrzymanie reaktywnych grup karboksylowych na
powierzchni elektrody. W wyniku przeprowadzonej reakcji elektro-redukcji soli diazoniowej,
tworzace si¢ rodniki arylowe, reaguja z powierzchnig elektrody trwale ja modyfikujac [60], co
zostato przedstawione na rysunku 7. Powyzsza reakcja umozliwia przeprowadzenie dalszej
funkcjonalizacji powierzchni elektrody (BDD).
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Rysunek 7. Mechanizm modyfikacji elektrody (BDD) z wykorzystaniem soli diazoniowej kwasu

4-aminobenzoesowego. Woltamperogram cykliczny otrzymany w wyniku modyfikacji elektrody
(BDD) [H.6., H.7.].

Nastepny etap modyfikacji powierzchni elektrody (BDD) polegat na przytaczeniu do
powierzchni elektrody poliklonalnego przeciwciata anty-M1 (aM1), co spowodowalo
uzyskanie elektrody zdolnej do wykrywania biatka M1 wirusa grypy. Reakcje przytaczania
przeciwciata przeprowadzono uzywajac mieszaniny sktadajacej si¢
z  1-Etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC) jako aktywatora grupy
karboksylowej oraz (N-Hydroksysukcynimidu) (NHS) w celu uzyskania aktywnego estru [61],
co umozliwito przylaczenie przeciwciata anty-M1. Schemat przeprowadzonej reakcji
przedstawiono ponizej na rysunku 8.

0] (o] NH O NH
COOH COOH COOH
 — EDC/NHS | — NH,
BDD { BDD przeciwciato \ BDD
aM1

Rysunek 8. Schemat modyfikacji elektrody (BDD) przeciwciatem poliklonalnym aM1 [H.6., H.7.].

W wyniku przylaczenia do elektrody poliklonalnego przeciwciata aM1 w pracach [H.6.]
oraz [H.7.] opisano wydajng detekcj¢ biatka wirusa grypy M1 na réznych elektrodach: w pracy
[H.6.] wykorzystano polikrystaliczne elektrody diamentowe domieszkowane borem (BDD),
natomiast w pracy [H.7.] wykorzystano nanokrystaliczne elektrody diamentowe
domieszkowane borem (B:NCD).

Opracowana metoda przylaczenia do powierzchni elektrody przeciwciata aM1
umozliwita detekcje biatka M1 wirusa grypy, pochodzacego z ro6znych szczepdw wirusa grypy
A. Otrzymana powierzchnia elektrody zostala wykorzystana do badan detekcji wirusa grypy po
uprzednim zablokowaniu wolnych miejsc poprzez zastosowanie albuminy surowicy bydlece;
(BSA), co zapobiega niespecyficznym oddziatywaniom biatka w wyniku fizykosorpcji na
podlozu elektrody. Schemat modyfikacji elektrody zostal przedstawiony na rysunku 9,
strukture biatka M1 wirusa grypy A opracowano na podstawie struktury krystalograficznej
przedstawionej w pracy [62].
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BSA — J biatko M1

Rysunek 9. Schemat detekceji biatka M1 na modyfikowanych [H.6., H.7.].

W pracy [H.6.] wykorzystujac metode elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej
(EIS) udowodniono, ze otrzymane elektrody charakteryzuja si¢ granicag wykrywalnosci (LOD)
na poziomie okoto 1 x 10> g/ml (1 fg/ml) w badanym roztworze. Sprawdzano réwniez czas
reakcji zachodzacej na modyfikowanych elektrodach, okazato si¢, ze czas ten jest bardzo krotki
1 wynosi zaledwie 5 minut. Badania przeprowadzono rowniez po inkubacji elektrod w sztucznej
Slinie zawierajacej biatko wirusa M1, uzyskanego z wirusa HINI, w obecno$ci komorek
drozdzy (Candida Albicans) oraz bakterii (Streptococcus Aureus). Uzyskane wyniki
pomiarowe potwierdzity niezwykla specyficzno$¢ zastosowanych do modyfikacji przeciwciat,
a co si¢ z tym wigze uniwersalnos$¢ zaproponowanej metody funkcjonalizacji elektrody (BDD).
Ze wzgledu na to, ze wplyw badanych patogenow jest znikomy uzyskane elektrody stwarzaja
potencjalng mozliwo$¢ komercjalizacji.

W pracy [H.7.] wykorzystano elektrody (B:NCDs) w celu poréwnania wptywu podtoza
na specyficzno$¢ oddziatywania poliklonalnego przeciwciata anty-M1 (aM1), do wykrywania
wirusa grypy biatka MI1. Przeprowadzajac analogiczng modyfikacje elektrod (B:NCD)
udowodniono, ze uzyskane wyniki wykrywalnos$ci biatka wirusa M1 mieszczg si¢ na bardzo
niskim poziomie wykrywalnoéci (LOD), réwnym 5 x 10'* g/ml (50 fg/ml), co odpowiada
detekcji kilku jednostek wirusa grypy. Modyfikowane elektrody (B:NCD) nie tylko
charakteryzuja si¢ niezwykta czuloscia, ale podobnie do elektrod (BDD) ich wykorzystanie
jako sensora pozwala na wykrycie biatka wirusa grypy M1 w trakcie 5 minut. Wykazujg one
rowniez niezwykla stabilno$¢, poniewaz nawet po 3 tygodniach przechowywania zachowuja
okoto 85 % swojej pierwotnej czutosci.

Reasumujac, glownym osiggnieciem przeprowadzonych prac badawczych bylo
opracowanie 1 zoptymalizowanie efektywnej metody modyfikacji elektrod diamentowych
(BDD) oraz (B:NCD) w celu przytaczenia do powierzchni poliklonalnego przeciwciala anty-
MI1 w celu wykrycia biatka M1 wirusa grypy A. Przeprowadzona metoda okazata si¢ by¢
bardzo skuteczna, a wykonane pomiary pozwolily na uzyskanie fenomenalnych limitow
detekcji biatka M1, kilka rzgdow wielkos$ci nizszych, niz dotad zaproponowane metody
wykrywania biatka wirusa grypy. Dodatkowo, zaproponowana metoda modyfikacji elektrod
zostala zaadaptowana w celu przylaczania innych biomolekul, dlatego tez prace [H.6.] i [H.7.]
sg niezwykle czgsto cytowane przez innych naukowcoéw. Wedtug bazy Scopus [H.6.] cytowano
61 razy natomiast prace [H.7.] 30 razy (stan:24.01.2022).
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Na bazie zdobytych do$wiadczen opisanych w pracach [H.6. i H.7.] opracowatem
efektywna metode modyfikacji powierzchni (BDD) w celu szybkiego rozpoznania materiatu
genetycznego. Skutecznos$¢ proponowanej metody zostata zweryfikowana dla detekcji genu
DEFBI i przedstawiona w pracy [H.11.]. Detekcja genu DEFB1, kodujacego u ludzi biatko
beta-defensyny 1, jest niezwykle waznym zagadnieniem. Gen ten wystepuje jedynie u (Homo
sapiens), a jego wykrywanie pozwala na rozrdznienie materiatu genetycznego pochodzacego
od cztowieka oraz od zwierzat. Otrzymanie aptasensora zdolnego do rozrdzniania ludzkiego
genu DEFB1 w bardzo krotkim czasie, moze by¢ kluczowe podczas wstepnej analizy probek
materiatu genetycznego nieznanego pochodzenia w celu eliminacji i wstepnego rozroznienia
probek pochodzenia zwierzgcego, co moze mie¢ niezwykle zastosowanie nie tylko
w medycynie, lecz réwniez w analizie kryminalistyczne;.

W pracy [H.11.] przedstawilem sposdb modyfikacji elektrody (BDD) oligonukleotydem
o sekwencji: 5’- CCC AGT TCC TGA AAT CCT GA-3’. Taka modyfikacja przy zastosowaniu
techniki dynamicznej elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej (DEIS), umozliwita
przeprowadzenie z sukcesem badan majacych na celu rozpoznanie materiatu genetycznego
pobranego ze §liny pochodzenia ludzkiego 1 jednoznaczne odroznienie go od materiatu
pochodzenia zwierzecego.

Moj gtowny wkiad w prace [H.11.] polegal na opracowaniu funkcjonalizacji elektrod
(BBD), jego weryfikacji, a nastgpnie przeprowadzeniu pomiardéw elektrochemicznych
okreslajacych efektywnos¢ uzyskanego aptasensora. W pierwszym etapie prac opierajac si¢ na
procedurze modyfikacji elektrod opisanej pracach [H.6. i H.7.] wykorzystatem s61 diazoniowa
kwasu 4-aminobenzoesowego w celu uzyskania reaktywnych grup karboksylowych na
powierzchni  elektrody, = metoda  elektro-redukcji  soli ~ diazoniowej  kwasu
4-aminobenzoesowego. W drugim etapie uzywajac mieszaning (EDC/NHS), do powierzchni
elektrody przytaczylem z wytworzeniem wigzania amidowego modyfikowany oligonukleotyd
H2N-(CH2)¢-5’- CCC AGT TCC TGA AAT CCT GA-3, ktory jest komplementarny z genem
DEFBI1. Modyfikacja powierzchni elektrody oligonukleotydem pozwolito na analiz¢ materiatu
genetycznego, wezesniej pobranego i wyizolowanego od ludzi i zwierzat. Bezposrednio przed
pomiarami elektrochemicznymi przeprowadzono proces denaturacji w celu uzyskania
pojedynczej nici DNA. Schemat modyfikacji elektrody, a takze idea denaturacji badanego
materiatu biologicznego uzytego do badan przed pomiarami zostata przedstawiona na rysunku
10 aoraz 10 b.
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Rysunek 10. Schemat a) modyfikacji elektrody (BDD) kwasem 4-aminobenzoesowym i
oligonukleotydem, b) denaturacji DNA oraz inkubacji z sfunkcjonalizowang elektrodg (BDD) [H.11.].

Otrzymane wyniki technika dynamicznej spektroskopii impedancyjnej w trybie
potencjodynamicznej polaryzacji elektrody (pDEIS), w zakresach — 1 V do +1 V vs Ag/AgCl
pozwolity na §ledzenie procesu hybrydyzacji ssDNA genu DEFB1 do komplemenarnej nici,
obecnej na powierzchni elektrody.
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Rysunek 11. a) Wyniki zarejestrowanych zmian pojemnosciowych podczas pomiardw b)
Schemat denaturacji DNA oraz procesu hybrydyzacji DNA na powierzchni elektrody (BDD)
[H.11.].
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Otrzymane wyniki pomiarowe poddano analizie z wykorzystaniem wytypowanego
obwodu zastgpczego, w celu identyfikacji charakterystyki zmian parametréw elektrycznych
w trakcie pomiaru. Bazujac na ich przebiegu jednoznacznie wykazano, ze w szczegdlnosci
uzyskane wartosci rezystancji przeniesienia fadunku (Rct) dla ludzkiego DNA sg prawie
dwukrotnie wyzsze (w warunkach dodatnio natadowanej powierzchni elektrody) niz
w przypadku jakiejkolwiek innej probki pochodzenia zwierzecego (kury, gesi, kaczek §winek
morskich, psow 1 kotow). Powyzsze rezultaty wynikaja z réznic oddzialywan ujemnie
natadowanej pary redoks Fe(CN)s’* z dodatnio natadowana powierzchnia elektrody,
zawierajacg podwojng lub pojedynczg ni¢ DNA. W konsekwencji pozwolito to na $ledzenie
procesu hybrydyzacji DNA na powierzchni elektrody, co przedstawiono na rysunku 11 b.
Zastosowana metodologia pomiarowa pozwolita réwniez na $ledzenie zmian orientacji
tworzacej si¢ podwojnej helisy DNA wzgledem dodatnio natadowanej powierzchni elektrody,
co odzwierciedlaty zarejestrowane zmiany pojemnosciowe (Rysunek 11 a). Optymalnym
potencjatem, w ktorym obserwowano najwigksze zmiany w widmach impedancyjnych byt
0,85 V.

Konkludujac, glowng zaleta zaproponowanej przeze mnie procedury modyfikacji
elektrod (BDD) byta mozliwo$¢ detekcji genu DEFBI1, [H.11.] w krotkim czasie, znacznie
mniejszym od czasu tradycyjnych analiz hybrydyzacji DNA na bardzo niskim poziomie stezen
wynoszacym | ng/ml. W pracy [H.11.] wykazatem réwniez, ze proces hybrydyzacji DNA na
modyfikowanych elektrodach nie jest obserwowalny w przypadku, gdy badang probka byt
material pobrany od zwierzat ze wzgledu na brak tworzenia si¢ podwojnej helisy DNA na
powierzchni elektrody.

W pracy [H.5.] przedstawilem wykorzystanie nanosciennych elektrod (B:CNWs) do
detekcji zasad nukleinowych 1 DNA. Uzyskane wyniki potwierdzity niezwykta czutos$¢ elektrod
w stosunku do oznaczanych analitéw. Kontynuujac badania nad elektrodami (B:CNWs) oraz
(BDD) zdecydowatem si¢ na detekcje paracetamolu na niemodyfikowanych powierzchniach.
Wyniki pomiaréw analizy paracetamolu technikami (CV) i (DPV) przedstawilem w pracy
[H.8.]. Wybdr badanego analitu zostal podyktowany potrzebg znalezienia szybkiej i czulej
metody oznaczania paracetamolu, ze wzgledu na olbrzymi wzrost konsumpcji powyzszego leku
1 jego obecnosci w srodowisku naturalnym.

Na podstawie wynikéw uzyskanych technika (CV) w réznym pH wykazalem odmienny
mechanizm utleniania paracetamolu na obu elektrodach. Na elektrodzie (BDD) proces
utleniania jest procesem dwuelektronowym z udzialem jednego protonu, natomiast na
powierzchni elektrody (B:CNWs) mechanizm ten jest procesem dwuelektronowym,
obejmujgcym dwa protony. Dodatkowo na podstawie analizy woltamperogramow otrzymanych
dla réznych szybkosci skanowania udowodnitem, ze mechanizm utleniania paracetamolu na
elektrodach (B:CNWs) jest procesem kontrolowanym przez dyfuzyj¢, natomiast proces
utleniania na elektrodzie (BDD) ma odmienny charakter. Bioragc pod uwage duza rdznice
wysokosci pradowych pikow katodowych i anodowych, zasugerowano, ze utlenianie
paracetamolu na powierzchni BDD zachodzi bardziej wydajnie niz jego redukcja lub ze
produkty utleniania blokuja elektrod¢ w znacznym stopniu. Uzyskane woltamperogramy
przedstawiono na rysunku 12 ai 12 b.
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Rysunek 12. Woltamperogramy uzyskane a), b) w wyniku pomiarow (CV), c¢) d) w wyniku
pomiarow (DPV), e), f) zaznaczone powickszenia (DPV) uzyskane na elektrodach (BDD)
(B:CNWs) [H.8.].

Wyniki badan (CV) wskazujg, na liniowg zalezno$¢ pomiedzy wzrostem stezenia
badanego analitu a wzrostem wysokosci piku katodowego oraz anodowego, a takze na
przesunig¢cie wartosci potencjatéw dla piku redukcji 1 utleniania dla obu elektrod. Dla elektrody
(B:CNWs) obserwowalny jest wyzszy poziom odwracalno$ci procesu elektrodowego
w porownaniu do elektrody (BDD) dla takich samach st¢zen paracetamolu. Najmniejsze
mierzalne stezenie wyniosto 2 uM 1 0,25 uM, odpowiednio dla elektrody (BDD) oraz
(B:CNWs), co podobnie do wczesniej uzyskanych wynikoéw wskazuje na wyzszo$¢ elektrody
(B:CNWs) nad (BDD). Zachodzi réwniez rdznica utleniania paracetamolu obserwowana na
podstawie wynikow uzyskanych technika (DPV). Na obu elektrodach uzyskuje si¢ dodatkowe
piki, bedace nastgpstwem procesu elektropolimeryzacji przez produkty powstate w wyniku
utleniania, podczas analizy w zakresie duzych stezen. W przypadku elektrody (BDD) pojawia
si¢ dodatkowy sygnatl, ktory interferuje z analizowanym pikiem, natomiast w przypadku
elektrody (B:CNWs) obserwuje si¢ dwa dodatkowe piki, jednak przy innych warto$ciach
potencjatu, co w efekcie nie wptywa na czuto$¢ detekcji (Rysunek 13 b i 13 c), a takze ich
powickszenia na (Rysunek 13 e i f). Obliczone warto$ci granicy wykrywalnosci (LOD)
wynoszg odpowiednio 0.430 uM dla elektrody (BDD) oraz 0.281 uM (B:CNWs). Uzyskane
limity wykrywalnos$ci paracetamolu dla opisywanych elektrod sg duzo nizsze, niz opisane
w literaturze. Wykazatem, ze (BDD) i1 (B:CNWs) nie wymagaja modyfikacji 1 idealnie si¢
nadaja do elektrochemicznej detekcji paracetamolu.

Dowiedziono réwniez, ze elektroda (B:CNWs) idealnie nadaje si¢ do analizy
paracetamolu w bardzo niskich stezeniach, ktorg przeprowadzono w sztucznym moczu. Zakres
stezen, w ktorym elektroda (B:CNWs) dawata analityczne sygnaty wynosit od 65 nM do 1 uM,
natomiast obliczona granica wykrywalnosci (LOD) wynosi 75 nM.
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Reasumujac w pracy [H.8.] przedstawilem analiz¢ poréwnawcza elektrod (B:CNWs)
i (BDD) w celu detekcji paracetamolu. Uzyskane wyniki pozwolily na okreslenie
mechanizméw utleniania paracetamolu na badanych elektrodach oraz okre$lenia limitow
detekcji (LOD).

Na podstawie badan przedstawionych w pracy [H.8.] oraz [H.5.] mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, wyzszo$¢ elektrody (B:CNWs) nad elektrodg (BDD) w pomiarach sensorycznych
zasad nukleinowych, DNA oraz praracetamolu.

4.5. Omowienie wynikow badan: modyfikacja elektrod tlenkowych (ITO) oraz ztotej (Au)
— charakterystyka i wlasciwosci

Kontynuujac badania detekcji lekow, w kolejnej pracy zdecydowatem si¢ na analizg
popularnie stosowanego ketoprofenu. Dlatego gléwnym celem pracy [H.9.] byto zbadanie
mechanizmu jego utleniania na powierzchni czujnika $wiattowodu pokrytego cienka warstwa
(ITO) oraz sprawdzenie efektywnosci osadzania ketoprofenu na elektrodzie (GC) i elektrodzie
wykonanej z komercyjnego (ITO).

Wykorzystanie czujnika §wiattowodowego pokrytego cienkg warstwa (ITO) umozliwia
jednoczesng detekcje optyczng oraz elektrochemiczng w czasie rzeczywistym. Mozliwos¢
rozwijania badan elektrochemicznych oraz ich uzupeklienie o inne metody pozwala na
uzyskanie nowych materiatow sensorycznych. Kierujac si¢ powyzszym zatozeniem, zdobytem
grant konsorcyjny ,,Przewodzace struktury fotoniczne do wieloparametrycznej diagnostyki
biochemicznej” Sonata Bis 4, nr 2014/14/E/ST7/00104, ktorego bytem kierownikiem po stronie
Uniwersytetu Gdanskiego.

W pracy [H.9.] po raz pierwszy przedstawitlem detekcje ketoprofenu, modyfikujac
warstwe ITO na powierzchni $wiattowodu, poprzez jego utlenianie. Najpopularniejsza metoda
analizy ketoprofenu jest chromatografia HPLC sprz¢zona z spektrometrem mas [63], detekcja
w zakresie UV [64] czy fluorescencji [65]. Istniejg takze nieliczne doniesienia literaturowe
uwzgledniajagce wykorzystanie technik elektrochemicznych z wykorzystaniem kroplowej
elektrody rtgciowej [66] lub elektrody jonoselektywnej [67]. W momencie realizacji badan
istniata tylko jedna praca utleniania ketoprofenu na elektrodach (BDD) [68], w ktdrej autorzy
skupiali si¢ na rozktadzie zwigzku, a nie na jego analizie. Praca [H.9.] jest pierwsza dotyczaca
elektroanalizy ketoprofenu. W powyzszej pracy opracowatem procedure elektrochemicznego
osadzania ketoprofenu na czujniku $wiattowodowym pokrytym warstwg (ITO) oraz
zmodyfikowatem ketoprofenem elektrody (GC) i (ITO).

Utlenienie ketoprofenu technika (CV) przeprowadzilem w r6znych zakresach stezen od
1 uM do 1 mM, na czujniku $§wiattowodowym pokrytym warstwa (ITO), ktérego schemat
przedstawiono na rysunku 13 a. Uzyskane woltamperogramy modyfikacji czujnika
swiattowodowego o stezenia ketoprofenu rownego 2 m M przedstawiono na rysunku 13 b.
Elektrochemiczng  charakterystyke elektrody, potwierdzajaca zmiany wlasciwosci
modyfikowanego czujnika przedstawitem takze na rysunku 13 b. W wyniku przeprowadzonego
procesu modyfikacji czujnika $§wiattowodowego, poprzez utlenienia grupy karboksylowe;j
ketoprofenu na powierzchni elektrody, nastgpito osadzanie powstatego produktu, co
rownoczesnie bylo takze monitorowane poprzez wykonanie pomiarow optycznych. Na rysunku
13 ¢ przedstawilem wykres zaleznos$ci transmisji (T) od dlugosci fali zarejestrowane dla dwoch
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granicznych stezen ketoprofenu podczas przebiegu polimeryzacji 1 uM i 1 mM, ktore obrazuja
zalezno$¢ rejestrowanych wielko$ci zmian podczas utleniania ketoprofenu. Najwigksze zmiany
obserwowane sg przy dlugosci fali okoto Ar = 650 nm.
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Rysunek 13. a) Schemat czujnika §wiattowodowego uzytego do badan oraz idea przeprowadzonych
badan, b) proces modyfikacji czujnika oraz woltamperogramy cykliczne charakteryzujace czujnik
swiattowodowy przed oraz po procesie modyfikacji w roztworze 0,5 Na,SO4 zawierajagcym 5 mM
[Fe(CN)s]*’*, ¢) zmiany w odpowiedzi optycznej badanego czujnika zarejestrowanej podczas
elektropolimeryzacji ketoprofenu na powierzchni ITO dla dwoch granicznych stezen [H.9.].

W powyzszej pracy po raz pierwszy opisatem i scharakteryzowatem utlenienie
ketoprofenu na innych materiatach elektrodowych niz czujnik swiattowodowy. Elektroda (GC)
oraz elektroda szklana pokryta warstwa (ITO) zostaly wybrane jako materiaty referencyjne,
ktére pokryte warstwa ketoprofenu wykazuja odmienne wiasciwosci elektrochemiczne
w stosunku do elektrody niemodyfikowanej. Otrzymane wyniki potwierdzaja efektywnos¢
przedstawionej metody modyfikacji powierzchni elektrody co zostato zobrazowane na rysunku
14 ai 14 b. Podsumowujac w pracy [H.9.], przedstawilem metode utleniania ketoprofenu w
celu pokrycia powierzchni czujnika $wiattowodowego, umozliwiajac tym samym jego
detekcje.
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Rysunek 14. Woltamperogramy cykliczne przedstawiajace a) procesy modyfikacji elektrod
b) charakterystyke elektrochemiczng elektrod w roztworze 0,5 M Na,SOs zawierajagcym
5 mM [Fe(CN)¢]*”* na elektrodach (GC) i (ITO) [H.9.].
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Kontynuujac  prace  badawcze, uwzgledniajace  modyfikacje  czujnikow
swiattowodowych pokrytych transparentng warstwa (ITO), w pracy [H.10.] wykorzystatem
powyzszy czujnik do detekcji biomolekut. Moja rola w pracy [H.10.] polegata na opracowaniu
elektrochemicznej metody modyfikacji czujnika $wiattowodowego w celu detekcji awidyny
w roznych stezeniach. Wybor detekcji awidyny zostat podyktowany tym, ze biatko to tworzy
kompleks z biotyna, ktory uwazany jest za najsilniejsze wigzanie nickowalencyjne wystepujace
w przyrodzie [69]. Dodatkowym argumentem jest fakt, ze powinowactwo awidyny do biotyny
jest wykorzystywane jako narzedzie w wielu testach diagnostycznych, stad tez niezwykle
waznym aspektem bylo sprawdzenie, czy czujnik $§wiattowodowy pokryty warstwa (ITO)
mozna zmodyfikowac¢ efektywnie biotyna, w celu rozpoznania awidyny.

Zaproponowana przeze mnie metoda elektrochemicznego osadzania hydrazydu biotyny
na powierzchni elektrody w celu selektywnego wigzania awidyny opierala si¢ na wczesniej
opisanej procedurze [70]. Niemniej jednak w opisanej metodzie wprowadzilem szereg zmian
optymalizujac zakresy stosowanych potencjalow oraz ilo$¢ przeprowadzanych powtorzen
umozliwiajace uzyskanie stabilnej warstwy na powierzchni czujnika $wiattowodowego.
Wykorzystalem metodg¢ elektroosadzania hydrazydu biotyny stosujac 10 powtdrzen w zakresie
od 0V do+ 1,2V vs Ag/AgCl, zgodnie z mechanizmem przedstawionym na rysunku 15 a.
Zaleta przedstawionego procesu elektroosadzania zaprezentowanego na rysunku 15 b jest
krotki czas otrzymywania stabilnej powloki. Istnieja dwa postulowane mechanizmy
wyjasniajgce zachodzacej reakcji. Pierwszy zwigzany jest z utlenianiem grupy C=0O, natomiast
bardziej prawdopodobny polega na tworzeniu si¢ kationu rodnikowego w wyniku utleniania
grupy hydrazydowej [71]. Potwierdzeniem na to, ze zastosowana metoda modyfikacji czujnika
Swiatlowodowego jest efektywna, $wiadcza przebiegi woltamperogramoéw oraz zmiany
optyczne zarejestrowane jednoczesnie przed i po procesie funkcjonalizacji elektrody, co zostato
przedstawione na rysunku 15 c oraz 15 d.
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Rysunek 15. a) Schemat elektroosadzania na powierzchni czujnika $wiattowodowego,
b) woltamperogramy uzyskane w wyniku -elektrochemicznego osadzania hydrazydu biotyny,
c) charakterystyka elektrody przed oraz po procesie elektroosadzania, d) zmiany optyczne
zarejestrowane przed oraz po procesie elektroosadzania uzyskane w roztworze 0.1 M KCl zawierajagcym
1 mM Fe(CN)g** [H.10.].
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Podsumowujac, w wyniku przeprowadzonych pomiar6w optycznych oraz
elektrochemicznych, opisanych w pracy [H.10.], udowodnitem, Zze czujnik $wiattowodowy
pokryty warstwa (ITO), zostat zmodyfikowany biotyng i wykazuje odpowiedz w zakresie
stezen awidyny od 0,01 do 0,1 mg/mL. Przedstawilem nowg metode elektroosadzania na
powierzchni czujnika $wiattowodowego z wykorzystaniem hydrazydu biotyny.

W dalszych pracach nad modyfikacjag powierzchni elektrod przeprowadzitem seri¢
badan z wykorzystaniem odmiennego materialu elektrodowego niz ten, ktory stosowatem
dotychczas. Wybor zmiany wykorzystywanego materiatu elektrodowego wigzat si¢ z doborem
procesu modyfikacji powierzchni i zastosowanymi przy modyfikacjami substratami. Dlatego
tez, zdecydowalem si¢ na przeprowadzenie prac badawczych z wykorzystaniem elektrod
zlotych, tak, aby po ich modyfikacji otrzymac¢ elektrody zdolne do wykrywania liganda biatka
programowanej $mierci komorkowej 1 (PD-L1) oraz postanowitem sprawdzi¢ czy otrzymane
elektrody beda zdolne do wigzania biatka programowanej $mierci 1 (PD-1).

Na podstawie wczes$niej przeprowadzonych badan wspotautorow pracy [H.12.]
udowodniono, ze kwas 1-[[3-bromo-4-[(2-metylo[ 1,10-bifenyl]-3ylo)metoksy]fenylo]metylo]-
2-piperydynokarboksylowy) (Rysunek 16 b) oznaczany skrécie jako (BMS-8), oddziatuje z
ligandem biatka programowanej $mierci komorkowej 1 (PD-L1) [72].

Moja rola w pracy [H.12.] polegata na opracowaniu skutecznej metody przytaczania do
powierzchni elektrody czasteczki BMS-8 oraz weryfikacji efektywnosci modyfikacji,
prowadzacej do zaprojektowania czujnika biatka (PD-L1).

Wykorzystujac molekute BMS—8 opracowatem metodg jej przytaczania do powierzchni
zlotej elektrody w celu wykrycia liganda biatka programowanej $mierci komoérkowej 1 (PD-
L1). Istotnym efektem mojego wktadu jest skuteczne rozréznienie obecnosci (PD-L1) od biatka
programowanej $mierci 1 (PD-1) - niezwykle waznych markeréw wielu chorob
nowotworowych. Selektywna identyfikacja obydwu zwigzkéw mozliwa byla na podstawie
analizy charakterystyki pojemno$ciowej w pomiarach technikg (EIS). W powyzszej pracy
zaplanowatem 1 przeprowadzitem wszystkie badania elektrochemiczne oraz dokonatem ich
analizy i interpretacji.

Badania przedstawione w pracy [H.12.] pozwolilty na weryfikacje tezy, czy ligand
biatka programowanej $mierci komorkowej 1 (PD-L1) oraz biatko programowanej $mierci 1
(PD-1) beda wykrywane z wykorzystaniem ztotej elektrody przedstawionej na rysunku 16 a
modyfikowanej w sposob umozliwiajacy zakotwiczenia na jej powierzchni czasteczki
(BMS-8). Modyfikacje elektrody przeprowadzilem dwuetapowo. W pierwszym etapie
powierzchni¢ elektrody zlotej zmodyfikowalem cystaming, co pozwolilo na uzyskanie grup
aminowych na powierzchni. W dalszym etapie powyzsza modyfikacja umozliwiala
przytaczenie (BMS-8) stosujagc EDC oraz NHS. Proces modyfikacji przedstawiono na rysunku
16 c.
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Rysunek 16. a) Zdjecie elektrody ztotej wykorzystanej do badan, b) wzor czasteczki BMS-8, ¢) schemat
modyfikacji elektrody ztotej [H.12.].

Efektywnos$¢ procesu modyfikacji zostata potwierdzona kilkoma metodami, w tym
(CV) 1 (EIS), a takze spektroskopii (XPS) oraz metoda pomiaru kata zwilzania [H.12.].
Uzyskane elektrody otrzymane w przedstawionym powyzej sposobie funkcjonalizacji
powierzchni wykorzystano do detekcji liganda biatka (PD-L1) oraz sprawdzono czuto$¢
elektrody na obecno$¢ biatka (PD-1). Analiza przeprowadzonych przeze mnie badah dowodzi,
ze za pomoca (EIS) mozliwa jest efektywna detekcja (PD-L1) w zakresie stezen od 10 do
nawet 10'® M, a obliczona granica wykrywalnosci (LOD) dla (PD-L1) wynosi 1.87 x 107 M,
co zostalo przedstawione na rysunku 17 a. Wyniki analiz z wykorzystaniem metody (CV)
potwierdzaja zmian¢ charakterystyki napigciowo-pradowej przy stezeniu (PD-L1)
wynoszacym 1 x 10" M, dowodzac wysokiej czulosci stworzonych sensoréw. W celu
sprawdzenia selektywnosci uzyskanej elektrody na obecno$¢ innych biatek wykonano seri¢
pomiarow uwzgledniajac detekcje biatka programowanej $mierci 1 (PD-1), BTLA oraz CD160.
Przedstawione wyniki pomiarow impedancyjnych pozwalajg na jednoznaczne stwierdzenie, ze
biatka BTLA oraz CD160 w stezeniu wynoszacym 1 x 10 M wigza sie do funkcjonalizowane;
powierzchni elektrody z zakotwiczonym (BMS-8) w duzo mniejszym stopniu niz (PD-LI1).
Szczegdlowe wyniki pomiarowe zostaty umieszczone w informacji uzupetniajacej do pracy
[H.12.].

W przypadku badan selektywnos$ci wykazalem rowniez, ze pomimo iz sama czasteczka
BMS-8 nie wchodzi w interakcje z biatkiem (PD-1) [73] to elektrode cechuje zmiana
charakterystyki impedancyjnej w szerokim zakresie stezef biatka, od 107® do od 10 M, co
zostato przedstawione na rysunku 17 b. W pracy [H.12.] wysunieto hipoteze, ze oddziatywanie
(PD-L1) z badang elektrodg jest prawdopodobnie specyficzne dla BMS-8, natomiast
analogiczne oddziatywanie (PD-1) s3 nastgpstwem stabiej zdefiniowanych efektow
powierzchniowych, wystepujacych na sfunkcjonalizowanej elektrodzie.
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Rysunek 17. Widma impedancyjne otrzymane dla modyfikowanych elektrod czasteczka BMS-8
w przypadku braku oraz obecnosci a) biatka (PD-L1) i b) biatka (PD-1), zarejestrowane w 0,01 M
roztworze PBS, pH 7,0, w réznych stezeniach od (a) do (f): 108,106, 104,102, 10-1°1 10 M [H.12.].

Dodatkowo w pracy [H.12.] wykazatlem, ze na podstawie analizy otrzymanych widm
impedancyjnych mozna rozr6zni¢ charakterystyke impedancyjng, specyficzng dla liganda
biatka (PD-L1) od tej dla biatka (PD-1), co niewatpliwie stanowi niezwykte doniesienie
1 zarazem osiggniecie przedstawione w pracy [H.12.].

Rozréznienia (PD-L1) i (PD-1) dokonanalem w oparciu o réznic¢ pojemnosci warstwy
funkcjonalizacji oraz réznice w niejednorodnosci elektrycznej powierzchni zmodyfikowanej
elektrody, wynikajace z tzw. czestotliwosciowej dyspersji pojemnosciowej. Efekt analizy
impedancyjnej przedstawiono na rysunku 18. Parametr quasi-pojemnos$ciowy wzrasta wraz ze
wzrostem st¢zenia analitu w obu przypadkach, (PD-L1) oraz (PD-1). Zaobserwowatem rowniez
istotne zmiany parametru jednorodnosci elektrycznej na skutek adsorpcji obydwu
analizowanych biatek. W przypadku (PD-L1) jednorodno$¢ elektryczna badanych elektrod jest
znacznie wyzsza niz w przypadku (PD-1) (wyzsza warto$¢ wyktadnika elementu statofazowego
a). Zjawisko tworzenia si¢ bardziej jednorodnego rozktadu powierzchniowego warstwy
adsorpcyjnej w przypadku (PD-L1) moze wynika¢ z tworzenia si¢ homodimeru na powierzchni
elektrody, co zostalo wezesniej rowniez potwierdzone za pomoca analizy rentgenowskiej [72].
W przypadku analizy jednorodnosci elektrycznej podczas detekcji biatka (PD-1) mozna
stwierdzi¢, ze oddziatywanie to ma charakter niespecyficzny i moze by¢ przypadkowy.
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Rysunek 18. Zalezno$¢ a) wyznaczonej quasi-pojemnosci Q) oraz b) wspotczynnika heterogenicznosci
od stezenia biatek (PD-L1) (linia czarna) i (PD-1) (linia czerwona) wyrazonej w skali logarytmicznej
[H.12.].
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Rekapitulujagc, w pracy [H.12.] po raz pierwszy przedstawilem efektywna metode
modyfikacji elektrody ztotej czasteczka BMS-8 oraz wykonatem badania detekcji liganda
biatka programowanej $mierci komorkowej 1 (PD-L1), a takze przeprowadzilem
zaawansowang analize widm impedancyjnych pozwalajacych na rozroznienia (PD-L1) od
biatka programowanej $mierci 1 (PD-1). Co wazne, charakterystyka pojemnosciowa dla
obydwu analitow jest znaczaco odmienna niezaleznie od analizowanych stezen, pozwalajac na
jednoznaczne  rozrdznienie = wspotwystepujacych  analitow.  Dodatkowo  oprécz
fizykochemicznej analizy otrzymanej powierzchni elektrod przeprowadzitem analiz¢ wplywu
innych biatek BTLA oraz CD160 na czuto$¢ badanych elektrod.

4.6. Podsumowanie osiggni¢cia naukowego

Na podstawie wyzej opisanego osiagni¢cia naukowego najwazniejszymi wnioskami w
zakresie modyfikacji powierzchni elektrod i1 ich wykorzystania do celow sensorycznych jest to
ze:

o Opracowatem efektywng procedure modyfikacji powierzchni, elektrod (BDD) uprzednio
modyfikowang alliloaming dwoma grupami zwigzkow: wykazujacych fluorescencje i1
redoks-aktywnymi pochodnymi 9,10-antrachinonu [H.1.1 H.2.].

o Opracowatem 1 poréwnatem skuteczno$¢ modyfikacji elektrody (BDD) poli-L-Lizyna
metodg elektrochemiczng i1 ,,poprzez zanurzenie”, przeprowadzajac skuteczng detekcje
zasad nukleinowych. Minimalne wykrywane stezenie stosujac elektrode (BDD)
modyfikowang elektrochemicznie wynosit odpowiednio 6 pM i 8 uM dla adeniny (A) i
guaniny (G), natomiast na elektrodzie modyfikowanej przez ,,zanurzenie” poziom ten byt
dwa razy nizszy [H.3.].

o Udowodnitem, ze poprzez zastosowana przeze mnie metoda elektrochemicznej modyfikacji
elektrody (BDD) melaming umozliwia wykrywanie adeniny, guaniny i kofeiny na poziomie
0,2 uM, 0,023 nM i 0,4 uM. Udowodnilem tez, modyfikacja powierzchni elektrody
melaming moze by¢ wykorzystana do detekcji probek rzeczywistych w postaci jedno i
dwuniciowego DNA [H.4.].

o Po raz pierwszy zdefiniowatem mozliwosci stosowania (B:CNW) w elektroanalizie i
wykazalem jego wyzszo$¢ nad elektrodg (BDD). Udowodnitem, ze wartos¢ granicy
wykrywalno$ci (LOD) guaniny i adeniny elektrod¢ (B:CNW) wynosity odpowiednio 1,36
uM oraz 1,60 uM. udowodnilem roéwniez, ze elektroda typu (B:CNWs) moze by¢
wykorzystana do detekcji dwuniciowego DNA (ctDNA) [H.5.].

o W oparciu o méj wktad stworzono aptasensory i immunosensory i niespotykanie niskim
poziomie wykrywalnosci (LOD). Opracowalem efektywng procedure modyfikacji
powierzchni dwoéch typow elektrod: (BDD) oraz (B:NCD) umozliwiajaca przylaczenie
poliklonalnych przeciwciat (anty-M1) co pozwolito na wykrycie biatka M1 pochodzacego
z dwoch typow wirusa grypy HINT oraz wirusa grypy H3N2. [H.6.1 H.7.]. Zaproponowana
przeze mnie modyfikacja umozliwita wykrycie biatka M1 na niezwykle niskim poziomie
wykrywalno$ci (LOD) rownym (1 fg/ml) i (50 fg/ml) zarejestrowana dla elektrod (BDD) i
(B:NCD).
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Zmodyfikowatem réwniez powierzchnie elektrody (BDD) specjalnie wyselekcjonowanym
oligonukleotydem umozliwiajaca detekcje genu DEFB1 bardzo na niskich poziomach
stezen (1 ng/ml) co w konsekwencji pozwalato na rozrdznienie materiatu genetycznego
pochodzacego od cztowieka oraz od zwierzat [H.11.].

o Opracowalem tez, metody detekcji w oparciu o niefunkcjonalizowane elektrody.
Udowodnitem, ze wyzszos$¢ elektrod (B:CNWs) nad elektrodami (BDD) analizujac ich
mozliwo$¢ detekcji paracetamolu, dla ktorego granica wykrywalnosci (LOD) wynosi
odpowiednio 0.430 uM dla elektrody (BDD) oraz 0.281 uM (B:CNWs) [H.8.].

o Wykonatem skuteczng metod¢ modyfikacji §wiattowodu pokrytego warstwa (ITO)
przeprowadzajac reakcj¢ utlenienia ketoprofenu na jego powierzchni co umozliwito jego
Sledzenie w zakresach stezen od 1 uM do 1 mM [H.9.]. Opracowalem roéwniez
elektrochemiczng metod¢ modyfikacji czujnika swiattowodowego modyfikowanego cienka
warstwg (ITO) biotyng w celu detekcji awidyny w stezeniach od 0,01 do 0,1 mg/mL [H.10].

o Opracowatem metod¢ modyfikacji powierzchni elektrody ztotej czasteczka (BMS-8) w celu
ultraczulej detekcji liganda biatka programowanej §mierci komorkowej 1 (PD-L1), ktérego
granica wykrywalnosci (LOD) wyniosta 1.87 x 107'* M. Uzyskatem réwniez mozliwosé
rozrdéznienia analizowanego (PD-L1) od biatka programowanej $mierci 1 (PD-1) [H.12.].

4.7. Przyszte kierunki badan

W najblizszej przysztosci zaplanowane przeze mnie prace skupiaja si¢ na poszukiwaniu
oraz charakterystyce elektrochemicznej nowych materiatow elektrodowych, pozwalajacych na
wykrywanie pojedynczych zwigzkéw organicznych oraz biomolekul, takich jak bakterie,
wirusy czy trudne do wykrycia tradycyjnymi technikami analitycznymi biatka. W celu
realizacji powyzszego zatozenia nawigzatem juz odpowiednie wspotprace z innymi osrodkami
naukowymi, a takze zdobylem niezbedne fundusze na realizacj¢ tego celu.

Zaplanowalem rowniez kontynuowa¢ badania nad chemiczng modyfikacja nowych
materiatow elektrodowych ze wzgledu na to, ze tylko w taki sposdb mozliwe jest osiggniecie
limitow detekcji na bardzo niskich poziomach. Dodatkowo, prace nad nowymi materiatami
elektrodowymi mogg pozwoli¢ na otrzymanie selektywnych materiatow badanych analitow, co
niewatpliwie jest duzym problemem w elektroanalizie.

Powyzszy cel pragne zrealizowa¢ wykorzystujac jako materiaty elektrodowe nie tylko
komercyjnie dostgpne podtoza, ale rowniez planuje¢ otrzyma¢ wilasne materiaty elektrodowe
dotad nie opisane w literaturze. Nowe materialy, ktore mozna uzywac do detekcji analitow bez
wczesniejszej funkcjonalizacji stanowia wyzwanie. Modyfikacja zwigzkami organicznymi
natomiast zar6wno metodami chemicznymi jak 1 metodami elektrochemicznymi stwarza
powazne mozliwo$¢ uzyskania nowych czujnikow, ktore moga by¢ wykorzystane w detekcji
wielu analitow.

Aktualnie realizuj¢ dwa granty w konsorcjum z Politechnikg Gdanska (Opus 19 oraz
Sonata Bis 10), ktorych kierownikiem jest dr hab. inz. Jacek Ryl, profesor Politechniki
Gdanskiej, natomiast ja jestem kierownikiem partnera konsorcyjnego, Uniwersytetu Gdanskiego.

Projekt Opus 19: ,Elektrochemiczny Au-Minecraft: nowe podejscie do budowy
systemow biosensoryki impedancyjnej”, (nr 2020/37/B/ST7/03262, czas realizacji: 26.01.2021-
25.01.2024), powstat na bazie wczesniejszych doswiadczen opisanych w pracy [H.11.] (detekeji
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genu DEFB1) oraz [H.12.] (detekcji PD-L1), gdzie udowodniono, ze analiza impedancyjna
pozwala na pozyskanie szczegdtowych informacji o adsorbujacych si¢ molekutach. Z tego
wzgledu do badan sensorycznych wprowadzone zostang szescienne nanoczastki ztota (AuNCs),
w celu wzmocnienia efektu $ledzenia wigzania molekularnego. W tym projekcie odpowiedzialny
jestem za syntez¢ oraz funkcjonalizacj¢ (AuNCs), a takze wykonanie czgsci pomiarOw
elektrochemicznych.

Projekt Opus 19 zaktada uzyskanie warstw (AuNCs) na powierzchni elektrod, a nastgpnie
ich funkcjonalizacje gtownie odpowiednimi oligunukleotydami lub przeciwcialami w celu
detekcji polimerazy RNA (Escherichia coli). Otrzymane (AuNCs) zostang rowniez
wykorzystane do stworzenia selektywnej powierzchni elektrodowej do wykrywania innych
biomolekul. Zmiany wywotane obecnoscia badanego analitu beda $ledzone poprzez
zastosowanie takich technik jak (CV), (EIS), czy (DEIS).

Projekt Sonata Bis 10: ,,Technologia addytywnego wytwarzania elektroaktywnych
przestrzennych  struktur z  kompozytow  polilaktydu ~ wzmacnianego diamentem”
(nr 2020/38/E/ST8/00409, czas realizacji: 25.03.2021-24.03.2024) ze wzgledu na to, ze jednymi
z najlepszych elektrod sg (BDD), zatozyliSmy uzyskanie nowych drukowanych elektrod na
bazie domieszkowanych diamentem filamentéw w celu otrzymania nowych czujnikéw
elektrochemicznych.

W projekcie tym jestem odpowiedzialny za koordynacj¢ badan elektrochemicznych,
synteze rozpuszczalnikow eutektycznych (DES) oraz przeprowadzenie elektrochemicznej
aktywacji elektrod powstalych na bazie komponentow polikwasu mlekowego (PLA) i diamentu.
W projekcie Sonata Bis 10 zaplanowano otrzymanie nowych materialow elektrodowych na bazie
(PLA) domieszkowanych innymi materiatami takimi jak diament, a takze materiaty weglowe,
ktore mozna uzyska¢ wykorzystujac technologie druku 3D. Uzyskanie nowych filametéw
pozwoli na uzyskanie stosunkowo tanich materiatow elektrodowych, ktore postuza gtéwnie do
wykrywania wybranych niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych, neuroprzekaznikow oraz
antybiotykow.

Niezaleznie od wyzej wymienionych projektow badawczych, planuje réwniez rozwingé
metody elektroanalityczne do funkcjonalizacji elektrod oraz skupi¢ si¢ na otrzymaniu nowych
podtozy przewodzacych. Poza kontynuacjg badan elektrochemicznych zamierzam doskonali¢
swoje umiejetnosci w syntezie zwigzkow organicznych o wlasciwos$ciach biologicznych.

Aktualnie wspotpracuje¢ z naukowcami wielu o$rodkéw badawczych, jestem rowniez
promotorem dwoch prac magisterskich, a takze wspotpracuje z doktorantami w celu realizacji
wyzej wymienionych planow badawczych.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnoscig naukowa albo artystyczng realizowang
w wigcej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegdlnosci
zagranicznej

O Przed uzyskaniem stopnia doktora (lata: 2004-2010)

Swoja prace doktorska wykonywatem w Katedrze Chemii Analitycznej Uniwersytetu
Gdanskiego pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Tadeusza Ossowskiego, skupiajac si¢ gtownie na
rozwijaniu nowych metod syntezy, oczyszczania oraz analizy zwigzkéw organicznych,
probujac otrzymac gléwnie czasteczki, ktore wykazywatyby jednoczesnie wlasciwosci redoks
aktywne oraz chromoforowe. W swojej pracy skupiatem si¢ gldwnie na syntezie eterow
koronowych, pochodnym aminokwaséw, peptydow oraz innych organicznych molekul.
Dodatkowo bardzo duza czes¢ pracy skupialem na syntezie pochodnych 9,10-antrachinonu
przylaczajac powyzszg czasteczke do wyzej wymienionych molekut w celu uzyskania nowych
zwiazkéw organicznych, ktéore mozna byloby wykorzysta¢ w rozpoznaniu molekularnym
glownie jonéw metali ale takze zwigzkow organicznych, stosujac metody spektroskopowe oraz
elektrochemiczne w procesie $ledzenia zjawiska oddzialywania typu gos$é-gospodarz.
W trakcie realizacji swojej pracy doktorskiej wraz z moim promotorem gldwnie
wspotpracowalem z prof. dr hab. Grzegorzem Schroeder, 6wczesnym kierownikiem Zaktadu
Chemii Supramolekularnej, z Wydziatu Chemii, Uniwersytetu im Adama Mickiewicza
w Poznaniu. W wyniku powyzszej wspOlpracy powstaty dwie prace w renomowanych
czasopismach naukowych. Dodatkowo oprocz powyzszych prac gtéwnie skupitem si¢ na
pisaniu rozdziatbw monografii, ktére wukazaty si¢ w ksigzkach pod redakcja
prof. dr hab. Grzegorza Schroedera oraz prof. V. 1. Rybachenko o tematyce chemii
supramolekularnej oraz rozpoznania molekularnego.

o Po uzyskaniu stopnia doktora (lata: 2010-2021)

W pierwszych latach po uzyskaniu stopnia doktora nadal kontynuowatem badania nad
syntezg pochodnych 9,10-antrachinonu. Moje pierwsze prace po uzyskaniu stopnia doktora
gléwnie obejmowaly synteze, badania wilasciwosci elektrochemicznych oraz badania
strukturalne otrzymywanych przeze mnie zwiazkoéw. Powyzsze publikacje powstaty przy
wspotpracy z zespotem prof. dr hab. Grzegorza Schroedera. Wspotpraca z prof. dr hab.
Grzegorzem Schroederem, nadal jest aktywnie rozwijana, w obrebie badan, nad zupeinie inng
klasg zwigzkéw, a mianowicie nad badaniem wilasciwosci pochodnych Fe3O4, na co dowodem
sg prace [B.27.1B.33.], w ktorych jestem autorem korespondencyjnym.

Nastepnie, zaprojektowalem seri¢ zwigzkow zawierajacych w swojej strukturze
9,10-antrachinon, modyfikowany w ten sposob, aby otrzymywane, dotad nieopisane w
literaturze, molekuty charakteryzowaty si¢ wysoka aktywnoscig biologiczng. W celu okreslenia
aktywnosci antyproliferacyjnej otrzymanych struktur na ré6znych nowotworowych liniach
komorkowych, w tym lekoopornych nawigzatem aktywna wspotprace z prof. dr hab. Joanng
Wietrzyk z Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk, ktéra zaowocowala powstaniem jednej pracy naukowej [B.21.] oraz 8
patentéw krajowych, z ktorych ostatni zostat opublikowany w 2020 roku. Powyzsza wspotpraca
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zaowocowata powstaniem pracy doktorskiej dr Elzbiety Wnuk, ktérej temat brzmiat ,,Synteza
nowych pochodnych 9,10-antrachinonu zawierajacych heterocykliczne fragmenty amin
oraz badanie wlasciwosci elektrochemicznych, spektroskopowych i biologicznych wybranych
pochodnych” obronionej w 12 lipca 2017, ktorej bytem promotorem pomocniczym.

Jednoczes$nie prowadzac badania nad synteza zwigzkéw organicznych wykazujacych
aktywno$¢ biologiczng rozpoczatem wspélprace dr hab. inz. Robertem Bogdanowiczem,
profesorem Politechniki Gdanskiej, ktora zaowocowala tym, ze zaczatem rozwija¢ metody
modyfikacji elektrod, z poczatku glownie (BDD), a nastgpnie innych materiatlow
elektrodowych. W wyniku aktywnej wspotpracy oprocz prac prezentowanych w opisywanym
osiggnieciu naukowym powstaty roéwniez inne prace z zakresu modyfikacji i wykorzystania
materialow elektrodowych na cele sensoryczne, a takze prace bgdace owocem wspolnie
realizowanych projektow badawczych. W latach 2015 - 2019 nasza wspolpraca byta rozwijana
w ramach grantu Harmonia 6 ,Diamentowo-grafenowe heterostruktury sensoryczne”,
w ktorym bylismy wykonawcami.

Moja wspolpraca z dr hab. inz. Robertem Bogdanowiczem a takze jego zespotem nadal
aktywnie jest rozwijana do dnia dzisiejszego i dotyczy gltoéwnie badan wlasciwosci
fizykochemicznych, modyfikacji i badan sensorycznych nie tylko nowych materiatéw
elektrodowych na bazie elektrod (BDD), ale rowniez modyfikacji materiatbw na bazie
diamentéw i1 nanodiamentéw w tym (B:CNWs).

Jednoczesnie prowadzac badania nad wilasciwosciami modyfikowanych elektrod
diamentowych nawigzatem roéwniez wspotprace z dr hab. inz. Mirostawem Sawczakiem
adiunktem w Instytucie Maszyn Przeplywowych im. Roberta Szewalskiego PAN. W ramach
naszej wspotpracy realizowanej w ostatnim czasie otrzymatem nowy materiat, ktorego synteza
1 charakterystyka zostaty opublikowane w pracy [B.41.].

W ramach wspolpracy naukowej, ktore wyniki zostaly opublikowane gltownie
w pracach [H.6. i H.7.], oprocz wyzej wymienionych naukowcéw trojmiejskich uczelni
nawigzatem wspotprace z dr hab. inz. Katarzyng Siuzdak, profesorem Instytutu Maszyn
Przeptywowych im. Roberta Szewalskiego PAN oraz dr inz. Dawidem Nidzworskim
przedstawicielem firmy SensDx, w wyniku ktorej uzyskano dwa patenty o zasiggu krajowym
oraz jeden patent europejski, co zostato szczegdtowo opisane w Zataczniku 5.

Prowadzagc badania nad modyfikacja powierzchni elektrodowych nawigzalem
wspoltprace naukowa z dr hab. inz. Mateuszem Smietang, profesorem Politechniki
Warszawskiej prowadzac nowatorskie prace z zakresu jednoczesnej detekcji analitow na
czujnikach $wiattowodowych z wykorzystaniem technik optycznych i elektrochemicznych.
Wspbtpracujac z dr hab. inz. Mateusz Smietana w latach 2015 - 2019 w wyniku stworzonego
konsorcjum naukowego realizowaliSmy grant Sonata Bis 4, nr 2014/14/E/ST7/00104
»Przewodzace struktury fotoniczne do wieloparametrycznej diagnostyki biochemiczne;j”,
w ktorym bylem kierownikiem po stronie Uniwersytetu Gdanskiego. W prowadzonych
badaniach bylem odpowiedzialny gltownie za przeprowadzanie 1 rozwijanie metod
elektroanalitycznych na czujnikach §wiattowodowych w trakcie wykonywania pomiaréw
sensorycznych. Realizujac powyzszy grant wigkszos¢ badan przeprowadzatem w laboratorium
Politechniki Warszawskiej, na Wydziale Elektroniki i Technik Informacyjnych w Instytucie
Mikroelektronikii Optoelektroniki w cyklu ponad 20 jedno lub kilkudniowych wyjazdéw
stuzbowych, ktére zaowocowaty wieloma pracami naukowymi. Niezwykle waznym jest fakt,
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ze w trakcie realizacji powyzszego grantu przeprowadzalem badania elektrochemiczne na
modyfikowanych powierzchniach $wiattowodéw warstwa ITO, ktore byly otrzymywane w
laboratorium doc. dr hab. RNDr. Vitézslava Straiidka, Ph.D. w Instytucie Fizyki i Biofizyki na
Wydziale Nauk Scistych Uniwersytetu Potudniowoczeskiego, w czeskich Budziejowicach w
Republice Czeskie;j.

Prowadzac wigkszo$¢ prac, ktore zostaty opisane w przedstawionym osiggnieciu
naukowym w celu charakterystyki modyfikowanych elektrod nawigzatem réwniez wspotprace
z dr hab. inz. Jackiem Rylem, profesorem Politechniki Gdanskiej, specjalista w zakresie
pomiaréw z uzyciem spektroskopii fotoelektronow w zakresie promieniowania X (XPS),
a takze pomiarach z wykorzystaniem dynamicznej elektrochemicznej spektroskopii
impedancyjnej (DEIS). W wyniku naszej wspotpracy oprécz pracy [H.11.], dotyczacej
modyfikacji oraz wykorzystania elektrod do celow sensorycznych nasza wspodtpraca oparta jest
rowniez w obszarze innych badan np. badaniu inhibitoréw korozji [B.23. 1 B.25.] czy badaniu
materialow typu core-schell [B.32. 1 B.33.].

W ramach wspotpracy z dr hab. inz. Jackiem Rylem, realizuj¢ obecnie dwa granty
konsorcyjne. W wyniku realizacji ponizej wyszegdlnionych grantéw Opus 19 oraz Sonata Bis
10 zawigzaliSmy $cista wspolprace, gdzie zadania badawcze realizowane sg na obu uczelniach.
Dowodem na efektywng wspotprace w ramach tych projektow jest opublikowanie prac
[B.36. 1 B.40.], ktore sa wynikiem realizacji wspolnych zadan badawczych na obu uczelniach.

W trakcie realizacji powyzszego grantu OPUS 19 trwa aktywna wspolpraca pomiedzy
grupg dr hab. inz. Jacka Ryla z Instytut Nanotechnologii i Inzynierii Materialowej Politechniki
Gdanskiej, a grupa kierowang przez prof. dr hab. Grzegorza Wegrzyna z Wydzialu Biologii
Uniwersytetu Gdanskiego, a takze wyzej wspominanym dr hab. inz. Mirostawem Sawczakiem.

Natomiast realizujgc grant Sonata Bis 10 wspotpracuje rowniez z dr inz. Krzysztofem
Formelg pracownikiem Politechniki Gdanskiej w Katedrze Technologii Polimerow specjalista
z zakresu polimero6w w celu uzyskania odpowiednich filamentéw na bazie polilaktydu (PLA).

Aktywnie wspotpracuje z wieloma naukowcami z roznych uczelni oraz z cztonkami ich
zespolow. Niezwykle istotnym jest fakt, ze prowadze wspolne badania nie tylko z naukowcami
z macierzystej uczelni, ale rowniez z naukowcami z innych osrodkow badawczych. Ponizej
wymienitem gltéwnych moich wspolpracownikow a takze wyszczegoOlnitem najwazniejsze
efekty wspotpracy.

o dr Paulina Kosikowska-Adamus (Wydzial Chemii, Uniwersytet Gdanski) - prace
zaowocowaty zgloszeniem patentowym numer P.439579, , Biosensor do identyfikacji
1 pomiaru endotoksyny bakteryjnej LPS oraz sposob otrzymywania biosensora do
identyfikacji i pomiaru endotoksyny bakteryjne;j”.

o dr Pawel Rochowski (Wydzial Matematyki, Fizyki i Informatyki) - wspolne badania
fizykochemiczne badani aktywnych zwiazkow [B.31.].

o prof. dr hab. Sylwia Rodziewicz-Motowidlo (Wydzial Chemii, Uniwersytet
Gdanski) - badania detekcji biatek [H.11.].

o dr n biol. Joanna Chamier-Cieminska (Katedra i Zaklad Medycyny Sadowej, Wydziat
Lekarski, Gdanski Uniwersytet Medyczny) - wspdlne badania nad zwigzkami
biologicznymi [H.11.].
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o dr hab. Alicja Kuban-Jankowska (Katedra i Zaktad Medycyny Sadowej, Wydziat Lekarski,
Gdanski Uniwersytet Medyczny) - wspolne badania aktywno$ci zwigzkéw biologicznych
[B.13., B.16.].

o dr n. med. Dmitry Tretiakow (Katedra i Klinika Otolaryngologii, Wydziat Lekarski,
Gdanski Uniwersytet Medyczny) - wspolne badania wykrywania biatka wirusa
brodawczaka ludzkiego (HPV).

o prof. dr hab. Jacek Sein Anand (Zaktad Toksykologii Klinicznej, Wydziat Nauk o Zdrowiu
z Instytutem Medycyny Morskiej i Tropikalnej, Gdanski Uniwersytet Medyczny oraz
Pomorskie Centrum Toksykologii) - wspotpraca w zakresie analityki zwigzkow
chemicznych [H.8., B.33.].

o prof. dr hab. Krzysztof Lukaszuk (Zaktad Pielegniarstwa Polozniczo-Ginekologicznego,
Instytut Pielggniarstwa i Potoznictwa, Gdanski Uniwersytet Medyczny) - wspolne badania
nad wykrywaniem ludzkiej gonadotropiny kosmowkowej (HCG).

o prof. dr hab. Grzegorz Dubin (Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet
Jagiellonski) - wspolne badania wykrywania (PD-1) 1 (PD-L1) [H.11.].

o prof. dr hab. inz. Teodor Gotszalk (Wydzial Elektroniki, Fotoniki i Mikrosysteméw Katedra
Nanometrologii, Politechnika Wroctawska) - wspdlne badania charakterystyki nowych
materialéow [B.31.].

Nagrody oraz stypendia:

1. Wyrdznienie w konkursie za najlepsza prace doktorska obroniong w 2010 roku
organizowanym przez Oddzial Gdanskiego Polskiego Towarzystwa Chemicznego.
(14.06.2011)

2. Zespotowa nagroda trzeciego stopnia Rektora Uniwersytetu Gdanskiego w roku 2014 - za
cykl publikacji dotyczacych charakterystyki oddzialywan miedzyczasteczkowych w roztworze
oraz na granicy faz powierzchni materiatow oraz zwigzkéw organicznych. (01.10.2014)

3. Nagroda im. Prof. Gotfryda Kupryszewskiego za wybitne osiagni¢cia naukowe dla mtodych
pracownikéw Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. (03.12.2014)

4. Zespotowa nagroda pierwszego stopnia Rektora Uniwersytetu Gdanskiego w roku 2020 - za
cykl publikacji zwigzanych =z charakterystyka oddzialywan migdzyczasteczkowych
w roztworze oraz na granicy faz. (01.10.2020)

5. Nagroda im. Prof. Leszka Lankiewicza za najlepsza prace¢ magisterska o charakterze
interdyscyplinarnym obroniong na Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w roku 2017 -
mgr Natalia Malinowka - laureat, ktorej bylem promotorem.

6. Stypendium naukowe dla mtodych doktoréw Uniwersytetu Gdanskiego w 2012.
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6. Informacja o osiggnigciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke.
6.1. Osiagniecia dydaktyczne

o Przed uzyskaniem stopnia doktora (lata: 2004-2010)

Swoja prace dydaktyczng ze studentami rozpoczalem bedac stuchaczem studium
doktoranckiego przy Wydziale Chemii Uniwersytetu Gdanskiego. W ramach zajeé
prowadzonych w Katedrze Chemii Analitycznej gtownie prowadzitem zaje¢cia laboratoryjne
z chemii analitycznej ze studentami drugiego roku chemii.

0Od 2009 roku zaczalem wspotprowadzi¢ (w rdwnym wymiarze godzin) z prof. dr hab.
inz Tadeuszem Ossowskim wyklad z przedmiotu ,Fizykochemiczne metody badan
w kryminalistyce” dla studentow trzeciego roku chemii. Na potrzeby powyzszego przedmiotu
opracowatem wszystkie ¢wiczenia laboratoryjne z czgéci fizykochemicznej. Przedmiot ten
wspolnie z prof. dr hab. inz Tadeuszem Ossowskim prowadze aktualnie, rozwijajgc nieustannie
zajecia laboratoryjne.

o Po uzyskaniu stopnia doktora (lata: 2010-2021)

Po uzyskaniu stopnia doktora zaczatem prowadzi¢ samodzielnie moj autorski wyktad
o nazwie ,,Rozpoznanie molekularne”, ktory nadal realizuj¢. Wspolprowadze roéwniez wyktad
»Metody badan w chemii supramolekularnej”, dla studentow wydziatu chemii. Dodatkowo
prowadz¢ wyktady z przedmiotu ,,Naukowe sposoby badania $ladéow przestgpstw metodami
chemicznymi” dla studentow pierwszego roku dziennych oraz zaocznych studiow z Wydzialu
Prawa i Administracji (WPiA) Uniwersytetu Gdanskiego na kierunku kryminologii, dla ktoérych
réwniez opracowalem od podstaw ¢wiczenia laboratoryjne. Innym prowadzonym prze mnie
wyktadem dla studentéw dziennych drugiego roku kryminologii (WPiA) jest przedmiot
o nazwie ,,Falszerstwa”, ktory prowadze z innymi wyktadowcami z Wydziatu Chemii UG.
Wraz z innymi pracownikami Katedry Chemii Analitycznej prowadze wyklad o nazwie
»Analityczne aspekty oddziatywan migdzy czasteczkowych”, ktory jest przeznaczony dla
studentow trzeciego roku chemii pierwszego stopnia.

Oprocz wyzej wymienionych wykladow prowadze lub tez prowadzitem =zajecia
laboratoryjne z wielu przedmiotow, ktére przedstawiono w tabeli ponizej (Tabela 1).
W tabeli 1 zestawitem zaréwno prowadzone wyktady jak i zajecia laboratoryjne. Cwiczenia
laboratoryjne z przedmiotow ,,Laboratorium zaawansowanej Chemii - Chemia analityczna” dla
studentow chemii oraz studentow Biznesu Chemicznego zostalty w duzej mierze opracowane
przeze mnie. Zaj¢cia z ,,Laboratorium zaawansowanej Chemii - Chemia analityczna” prowadze
réwniez w jezyku angielskim dla studentéw zagranicznych studentow z wymiany Erasmus.
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Tabela 1. Szczegotowy wykaz przedmiotow prowadzonych przeze mnie po uzyskaniu stopnia

doktora od 2009/2010.
Rok Liczba
Przedmiot Rok, kierunek, Studia akademicki godm.n
rocznie
. . . 2 rok, Chemia, od 2009/2010
Chemia analityczna, laboratoria studia I-stopnia do 2013/2014 od 60 do 120
. . 1 rok, Chemia, 0d 2010/2011
Analiza instrumentalna, laboratoria studia II-stopnia do 2012/2013 od 45 do 60
. . . N 2 rok, Chemia, 0d 2012/2013
Seminarium magisterskie, seminaria studia IT-stopnia do 2015/2016 od 15 do 30
. . 3 rok, Chemia, 0d 2016/2017
Surfaktanty i biosurfaktanty, laboratoria studia I-stopnia do 2018/2019 od 10 do 15
1 rok, Chemia, 0od 2010/2011 30
studia II-stopnia do aktualnie
Rozpoznawanie molekularne, wyktad 2 qu, Chemlq, 0d 2016/2017
studia II-stopnia . 18
. . do aktualnie
niestacjonarne
Fizykochemiczne metody badan 3 rok, Chemia, od 2009/2010 15
w kryminalistyce, wyktad studia I-stopnia do aktualnie
Fizykochemiczne metody badan 3 rok, Chemia, od 2013/2014 od 15 do 36
w kryminalistyce, laboratoria studia [-stopnia do aktualnie
2 rok, Chemia, 0od 2012/2013
studia II-stopnia do aktualnie 73
Metody badan w chemii supramolekularnej, o
2 rok, Chemia,
wyktad . ; od 2017/2018
studia II-stopnia . 6
. . do aktualnie
niestacjonarne
1 rok, Chemia, od 2014/2015 od 45,5
studia II-stopnia do aktualnie do 104
1 rok, Blgnes Chemlczny, od 2019/2020 o0d 6 do 18
. . .. studia II-stopnia do aktualnie
Laboratorium Zaawansowanej Chemii - 1 tok. Chemi
Chemia analityczna, laboratoria ¢ r(;). ’II fmla.’ 0d 2016/2017 48 do 12
studia 17-stopnia do 2017/2018 | °¢° 9
niestacjonarne
Studenci Erazmus od 2018/20.1 ? od 8do 14
do aktualnie
Analityczne aspekty oddziatywan migdzy 3 rok, Chemia, od 2018/2019 od4do 5
czasteczkowych, wyktad studia [-stopnia do aktualnie
1 rok, Kryminologia,
. studia II-stopnia 15
Naukowe sposoby badania §ladow - -
przestepstw metodami chemicznymi, wyktad I rok, Kryminologia,
’ studia II-stopnia 5
niestacjonarne od 2015/2016
1 rok, Kryminologia, do aktualnie
Naukowe sposoby badania sladow studia II-stopnia 0d 20 do 120
przestepstw metodami chemicznymi, 1 rok, Kryminologia,
laboratoria studia II-stopnia 0od 40 do 17
niestacjonarne
Falszerstwa, wyklad 2 rok, Kryminologia, 0d 2016/2017 3

studia II-stopnia

do aktualnie
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Ponadto ukonczytem kurs szkoty tutoréw akademickich oraz nadal poglebiam swoja
wiedzg¢ w ramach dydaktyki. Ukonczytem i uczestnicze w nastepujacych kursach:

1. W 2020 roku ukonczytem 64 godzinny kurs certyfikujacy Szkoty Tutorow Akacemickich
Collegium Wratislaviense w ramach Eksperckiego szkolenia z tutoringu realizowanego
w dniach od 06.11 do 13.12.2020.

2. Aktualnie uczestnicze¢ w 30 godzinnym kursie dydaktycznym ,,Rozwijanie umiejetnosci
dydaktycznych” organizowanego przez Centrum Doskonalenia Dydaktycznego 1 Tutoringu
Uniwersytetu Gdanskiego w dniach od 07.12.2021 do 22.01.2022

6.2. Opieka naukowa — promotorstwo: prac licencjackich, magisterskich, promotor pomocniczy
prac doktorskich

Opiekun:

a) prac licencjackich: 7

Kornelia Koztowska (2021), Jakub Przesmycki (2020), Izabela Gryczka (2017), Adrian
Koterwa (2017), Adam Walkowiak (2016), Agata Seroka (2016), Grzegorz Skowierzak (2015)

b) prac magisterskich: 16

Agata Fritza (2021), Izabela Wréblewska (2019), Adrian Koterwa (2019), Monika Hamera
(2018), Adam Walkowiak (2018), Grzegorz Skowierzak (2017), Natalia Malinowska (2017),
Joanna Sadzinska (2016), Dorota Klewicz (2016), Hanna Mielech (2015), Wioleta
Biatobrzeska (2015), Agnieszka Piagtek (2014), Karolina Zajet (2014), Katarzyna Ciak (2013),
Katarzyna Marczak (2013).

¢) promotor pomocniczy: obronionych prac doktorskich: 1, prac doktorskich w toku: 1
Elzbieta Wnuk (2017), Zofia Cebula (aktualnie).

6.3. Popularyzacja nauki

Prowadzac prace badawcze oprocz prezentowania swoich wynikéw badawczych na
konferencjach i sympozjach naukowych szczegdélowo wymienionych w Zataczniku 5.

W ramach popularyzacji nauki aktywnie uczestniczylem w organizowaniu dni
otwartych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego oraz wygtaszatem nastepujace wyktady
popularnonaukowe:

1. Akademicka Szkota Letnia w Centrum Edukacji Ekologicznej w Starbieninie. Wygloszenie
wyktadu na zaproszenie ,Metody analityczne w kryminalistyce — wybrane zagadnienia”
12 - 18.09.2010, Starbienino.

2. Dzien Otwarty Wydzialu Chemii UG. Wspotorganizator wraz z Katedra Chemii
Analitycznej, 1.04.2010, Gdansk.

3. Dzien Otwarty Wydzialu Chemii UG. Wygloszenie wyktadu na zaproszenie ,,Po nitce do
klebka, czyli analiza chemiczna w ujawnianiu §ladéw kryminalistycznych”, 19.03.2013,
Gdansk.
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4. Dzien Otwarty Wydziatu Chemii UG. Wygloszenie wykladu na zaproszenie ,,Pachnaca
chemia - zapachy piekna i $mierci”, 20.03.2017, Gdansk.

5. Dzien Otwarty Wydziatu Chemii UG. Wygloszenie wyktadu na zaproszenie ,,Wybrane
substancje toksyczne i trujgce widziane oczami chemika”, 20.03.2018, Gdansk, wyktad na
zaproszenie.

6. Dzienh Otwarty Wydzialu Chemii UG. Wspodlorganizator wraz z Katedrg Chemii
Analitycznej, ,,Chemiczni detektywi w akcji”, 20.03.2019, Gdansk.

7. Dzien Otwarty Wydzialu Chemii UG. Wygloszenie wyktadu na zaproszenie ,,Znajde Cig! -
chemia w kryminalistyce”, 10.03.2020, Gdansk.

Wspotuczestniczytem rowniez w organizowaniu i prowadzeniu zaje¢ warsztatowych
dla mtodziezy w ramach Battyckiego Festiwalu Nauki na Wydziale Chemii w nast¢pujacych
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