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1. Dane naukowe wnioskodawcy

Imie i nazwisko: Robert Zidtkowski
ORCID: 0000-0001-7225-0904

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Doktor nauk chemicznych (2013), stopien nadany uchwatg Rady Wydziatu Chemicznego
Politechniki Warszawskiej z dnia 5 listopada 2013 roku. Rozprawa doktorska zatytutowana:
,Badania warstw receptorowych biosensoréw zawierajgcych oligonukleotydy”. Promotor:
prof. dr hab. inz. Elzbieta Malinowska.

Magister inzynier (2005), tytut zawodowy w zakresie technologii i biotechnologii $rodkow
leczniczych uzyskany dnia 15 lipca 2005 roku na Wydziale Chemicznym Politechniki
Warszawskiej. Tytut pracy: ,Analiza fenotypowa i genotypowa populacji enterokokdw
opornych na wankomycyne (VRE) izolowanych u ludzi w Polsce w latach 2002-2004”. Praca
byta realizowana w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego w Zaktadzie Mikrobiologii
Molekularnej pod opieka dr n. med. Magdaleny Kawalec. Promotorem z ramienia Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej byta dr Hanna Jaworowska-Deptuch.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.05.2014 — adiunkt naukowo-dydaktyczny, Katedra Biotechnologii Medycznej,
Wydziat Chemiczny, Politechnika Warszawska

01.10.2010 —-30.05.2014 asystent naukowo-dydaktyczny, Zaktad Mikrobioanalityki, Wydziat
Chemiczny, Politechnika Warszawska

01.10.2008 — 31.08.2010 specjalista naukowo-techniczny, Zaktad Mikrobioanalityki, Wydziat

Chemiczny, Politechnika Warszawska
01.09.2005 — 30.09.2008 specjalista naukowo-techniczny, Miedzywydziatowe Centrum
Biotechnologii, Politechnika Warszawska
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4. Dziatalnos$¢ naukowo-badawcza

4.1. Przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace magisterska realizowatem w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego w zaktadzie
Mikrobiologii Molekularnej pod opiekg dr n. med. Magdaleny Kawalec. Zwigzana byta z badaniem
rozprzestrzeniania sie na terenie Polski oraz polskich szpitali trzech gatunkéw bakterii patogennych dla
cztowieka, Enterococcus faecalis, E. faecium oraz E. avium. Analizy te dotyczyty w szczegdlnosci
szczepOw o wyksztatconej opornosci na glikopeptydy, wankomycyne i/lub teikoplanine, czesto przy
dodatkowej opornosci na antybiotyki z innych grup. W latach 2002-2004r opornos¢ ta byta klinicznie
wazna z uwagi na fakt, ze antybiotyki glikopeptydowe uwazane byty czesto za leki ostatniej szansy przy
zakazeniach bakteriami Gram-dodatnimi. Na szczesScie nowe generacje antybiotykdéw z sukcesem s3
wykorzystywane w walce ze szczepami bakterii wankomycynoopornych. Podczas realizacji pracy
magisterskiej gruntownie nauczytem sie szeregu technik pasazowania, izolacji oraz hodowli
drobnoustrojéw, technik wykorzystywanych w analizie fenotypowej (morfologia komodrek, testy
biochemiczne np. API, przesiewowe badania poziomu opornosci na antybiotyki itp.) oraz genotypowej
(analizy podobienstwa genomowego, plazmidowego, wykrywanie okreslanych gendw itp.). Wyniki
badan prowadzonych podczas pracy magisterskiej miaty przetozenie na procedury eliminowania
wektoréw zakazen oraz postepowania leczniczego w jednostkach z wykrytymi zrédtami infekc;ji.

Bezposrednio po skonczeniu studiéw (obrona 15 lipca 2005r.) znalaztem zatrudnienie w
Miedzywydziatowym Centrum Biotechnologii Politechniki Warszawskiej, dziatajgcym przy Wydziale
Inzynierii Chemicznej i Procesowej. W trakcie mojego zatrudnienia w MCB m.in. zorganizowatem i
wyposazytem Owczesng pracownie biologii molekularnej, przygotowywatem zajecia laboratoryjne,
prowadzitem zajecia ze studentami, sprawowatem opieke nad realizowanymi pracowniami
magisterskimi w Zaktadzie. Realizowatem réwniez powierzone mi zadania badawcze, w szczegdlnosci
zwigzane z analizg chemiczng (gtdéwnie chromatografia gazowa) oraz mikrobiologiczng, technikg FISH
(ang. Fluorescence In Situ Hybridization), probek biologicznych.

W pazdzierniku 2008 roku, w grupie prof. dr hab. inz. Elibieta Malinowska z Wydziatu
Chemicznego Politechniki Warszawskiej, Zaktad Mikrobioanalityki, pojawita sie mozliwo$¢ rozpoczecia
pracy nad biosensorami, czujnikami, ktére mogtyby znacznie uprosci¢ prowadzenie wszelkich analiz
biologicznych. Z uwagi na moje dotychczasowe doswiadczenie, zwigzane z genetycznymi analizami
mikrobiologicznymi, skupitem sie na biosensorach, w ktérych warstwa receptorowa sktadata sie z
kwaséw nukleinowych. Bazujac natomiast na doswiadczeniu zespotu profesor Malinowskiej, w
prowadzonych przeze mnie pracach zdecydowatem sie na elektrochemiczng technike detekcji (duza
czuto$¢ metody, stabilno$¢ znacznikdw elektrochemicznych w trakcie pomiaru, relatywnie mata
wrazliwosé na warunki prowadzenia pomiaru czy duzy potencjat miniaturyzacji gotowych czujnikéw, a
tym samym poszerzenie obszaru ich potencjalnego zastosowania). W okresie od pazdziernika 2008r do
obrony doktoratu, 03.11.2013r, moje prace badawcze skupiaty sie na: (1) opracowaniu miniaturowych
przetwornikéw elektrochemicznych w ktérych na podtozu krzemowym zintegrowano na niewielkiej
powierzchni klasyczny uktfad tréjelektrodowy wykorzystywany w detekcji woltameprometrycznej; (2)
opracowaniu metod immobilizacji kwaséw nukleinowych na powierzchni ztotych przetwornikéw,
tworzeniu warstw receptorowych, doboru mechanizméw detekcji prowadzonych analiz; (3)
opracowaniu czujnika dedykowanego wykrywaniu genu ULS55 ludzkiego cytomegalowirusa z
wykorzystaniem nowego markera redoks kowalencyjnie dowigzanego do okreslonej sekwencji DNA,
(4) udowodnieniu mozliwosci wykorzystania kwaséw nukleinowych w oznaczaniu analitéw innych niz
komplementarne sekwencje DNA oraz opracowanie tego typu czujnikow do wykrywania m.in. jondw
metali (uranylowe i rteci) przy zachowaniu wysokiej selektywnosci i niskich granic detekcji. Cze$¢ z tych
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badan byta finansowana z projektu jaki pozyskatem z Narodowego Centrum Nauki (NCN) — ,,Badania
warstw  receptorowych biosensoréw zawierajgcych  oligonukleotydy”; PRELUDIUM; nr
011/01/N/ST4/03330.

Najwazniejszymi osiggnieciami przediozonej rozprawy doktorskiej byto (i) zastosowanie w
konstrukcji biosensoréow DNA przetwornikdw na podtozu krzemowym, charakteryzujgcych sie znaczng
gtadkoscig powierzchni elektrody ztotej, (ii) wykorzystanie w sensorach DNA nowych znacznikéw
redoks — metalokarborandéw, (iii) wykorzystanie oddziatywania miedzy grupami fosforanowymi
taricucha DNA do opracowania sensoréw selektywnych na jony UO,%, (iv) opracowanie czujnikéw nie
wymagajgcych kazdorazowej kalibracji, dzieki zastosowaniu pomiaréw rdznicowych. Na uwage

% oraz Hg%,

zastuguje réwniez fakt, ze opracowane sensory dedykowane wykrywaniu jonéw UO,
mogtyby stanowi¢ konkurencje dla stosowanych wéwczas metod analitycznych, gtéwnie dzieki ich
selektywnosci i matym wartosciom granic oznaczalnosci przy zachowaniu niskich kosztéw wytwarzania
oraz prostocie prowadzenia pomiaréw, charakterystycznych dla technik elektrochemicznych.

Wyniki badan prowadzonych przed uzyskaniem stopnia doktora zostaty opublikowane w 8
artykutach, w tym w 6 z listy Journal Citation Reports (JCR) i zaprezentowane w postaci 20
komunikatéw konferencyjnych. Szczegétowy wykaz dorobku naukowego uzyskanego w latach

(2008 — 2013) przedstawitem w Zataczniku 4 do wniosku.

4.2, Po uzyskaniu stopnia doktora

Na stanowisko adiunkta w Zaktadzie Mikrobioanalityki (obecnie Katedra Biotechnologii
Medycznej Wydziatu Chemicznego) awansowatem w maju 2014 roku, co biegto sie w czasie z
uzyskaniem projektu luventus Plus, finansowanego ze srodkéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyiszego (MNiSW 1P2012 064972). Przedmiotem moich zainteresowan pozostaty czujniki chemiczne
i biosensory. Skupitem sie jednak na prébach obnizenia granicy detekcji nowo opracowywanych
(bio)sensoréw oraz na poprawie ich parametrow pracy poprzez zastosowanie nowoczesnych
nanomateriatéw t.j. pochodnych grafenu oraz nanoczastek metalicznych. Gtéwnym celem
wspomnianego wyzej projektu bylo wprowadzenie wymienionych nanomateriatéw jako warstw
przejSciowych w czujnikach i biosensorach. W ramach projektu przygotowatem chemicznie
syntezowany tlenek grafenu oraz redukowany tlenek grafenu. Materiaty te nastepnie wykorzystatem
do konstrukcji sensoréw i biosensoréw, poczatkowo w elektrochemicznych czujnikach DNA
dedykowanych wykrywaniu sekwencji komplementarnych w analizowanych prébkach. Badania te nie
przyniosty zamierzonych rezultatéw, ale testowany ukfad z sukcesem mozna byto zastosowacé w
czujnikach aptamerowych, dedykowanych bezznacznikowej detekcji neuroprzekaznika, dopaminy.
Innym, ciekawym wynikiem prowadzonych prac byto udowodnienie, ze wprowadzanie wybranych grup
funkcyjnych w strukture ptatkow grafenu prowadzi do uzyskania materiatu odznaczajgcego sie
czutoscig wzgledem jondw uranylowych (grupy karboksylowe) oraz rteci (grupy tiolowe). Dzieki temu
opracowatem i przygotowatem czujniki stuzgce do wykrywania i oznaczania wyzej wymienionych
analitéw. Moje prace zwrdcity uwage naukowcdéw z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego (NIZP),
co zaowocowato zawigzaniem wspodtpracy badawczej w tematyce dotyczacej konstrukcji czujnikéw
umozliwiajgcych szybka diagnostyke zakazen. Efektem wspdlnych staran byto otrzymanie grantu
OPUS:

Narodowe Centrum Nauki — ,Elektrochemiczne sensory z warstwa receptorowg DNA do wykrywania
sekwencji markerowych wysoce patogennych bakterii”; nr 2014/15/B/NZ6/01771 (petnitem w nim role
wykonawcy)
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Wyniki prac badawczych, w szczegdlnosci dotyczacych analizy prébek rzeczywistych w postaci
bezposrednich produktéw reakcji taricuchowej polimerazy, wymusity zastosowanie innego niz
dotychczas przeze mnie stosowanego, mechanizmu detekcji. Dotyczyto to zastgpienia znacznika redoks
swobodnie dostepnego w roztworze na rzecz prébnikéw redoks kowalencyjnie dotgczonych do
sekwencji sondy unieruchomionej na powierzchni elektrody. Sygnat analityczny w takim przypadku
zalezy od zmiany konformacji jednoniciowych sond DNA w wyniku zwigzania z sekwencjami
komplementarnymi i utworzeniu struktur znacznie sztywniejszych. Zmiana mechanizmu detekcji
umozliwita opracowanie czujnika elektrochemicznego dedykowanego wykrywaniu sekwencji
markerowych waglika, amplifikowanych z wykorzystaniem asymetrycznej reakcji PCR (ang. Polymerase
Chain Reaction). W trakcie prowadzonych prac badawczych zauwazytem réwniez, ze badany przeze
mnie nanomateriat, w formie tlenku grafenu, oraz zaobserwowane oddziatywania z kwasami
nukleinowymi umozliwity opracowanie przenosnego testu z detekcjg potencjometryczng,
dedykowanego wykrywaniu powyiszej sekwencji markerowej. Nalezy przy tym wspomnieé, ze
opracowany i dziatajacy uktad, umozliwiajgcy analize otrzymanej prébki, byt tani i wymagat jedynie
trzech diod LED, niewielkiej prébéwki wykonanej z tworzywa sztucznego oraz multimetru.

Dalsza wspotpraca z NIZP nad metodami szybkiego wykrywania bakterii patogennych cztowieka,
zaowocowata kolejnym projektem badawczym, finansowanym przez:

Narodowe Centrum Badan i Rozwoju — ,Przenosne mikrourzadzenie do szybkiego i specyficznego
wykrywania biatek oraz fragmentéw kwaséw nukleinowe”; nr LIDER/35/0041/L-7/NCBR/2016
(petnitem w nim role kierownika)

W ramach projektu opracowano postepowanie oraz narzedzia umozliwiajgce petng elektrochemiczng
diagnostyke zakazenia cztowieka bakteriami maczugowca bfonicy. Dotyczy to zaréwno badan na
wczesnym etapie zakazenia (czyli wykrywanie markerowej sekwencji DNA), jak réwniez potwierdzenie
zjadliwosci danego szczepu poprzez wykrycie biatka, niebezpiecznej toksyny btoniczej (produkowane;j
przez ten patogen). Dodatkowo, w przypadku czujnikéw biatkowych, nowy i zaproponowany przeze
mnie niereceptorowy sktadnik warstwy bioczutej, tzw. wypetniacz, przyczynia sie do zmniejszenia
intensywnosci zjawiska niespecyficznej adsorpcji biatek na powierzchni czujnika, co z punktu widzenia
elektrochemii oraz pomiaru zjawisk na granicy faz, jest szczegdlnie pozgdane.

Poza gtéwnym obszarem zainteresowania, przedstawionym dotychczas, rdéwnolegle
prowadzitem prace w ramach innych projektéw badawczych realizowanych w Katedrze Biotechnologii
Medycznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej i/lub we wspétpracy z NIZP-PZH (obecnie
NIZP-PIB) czy innymi jednostkami jak: Instytut Parazytologii im. Witolda Stefanskiego Polska Akademia
Nauk, Screenmed sp. z 0.0., Instytut Metrologii i Inzynierii Biomedycznej (PW), Zaktad Proceséw
Rozdzielania Laboratorium Grafenowe PW, Instytut Maxa Plancka (Niemcy).

Wyniki prac prowadzonych po uzyskaniu stopnia doktora (lata 2014-2022) s przedmiotem
tacznie 23 publikacji (w tym 19 z listy JCR) i 26 wystgpien konferencyjnych. Szczegétowga liste publikacji
i wystgpien konferencyjnych po uzyskaniu stopnia doktora przedstawitem w Zatgczniku 4 do wniosku.
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5. Omodwienie osiggnieé, o ktdrych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyiszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz.
478 z péin. zm.)

5.1. Tytut osiggniecia naukowego

Cykl powigzanych tematycznie artykutéw naukowych pt.:

Projektowanie i parametry pracy elektrochemicznych (bio)sensoréw oraz przyktady ich
wykorzystania, ze szczegélnym uwzglednieniem diagnostyki zakazen bakteryjnych

5.2. Wykaz opublikowanych prac naukowych wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego

Na cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych, stanowigcych osiggniecie naukowe
sktada sie 10 prac opublikowanych w latach 2016 — 2022 w czasopismach z listy JCR, w ktdérych jestem
wspotautorem. W dziewieciu pracach petnitem funkcje autora korespondencyjnego.

Wybrane i zestawione ponizej prace byty cytowane 94 — krotnie (w tym 85 cytowan
niezaleznych, dane z dnia 26.01.2022 wg Web of Science). Sumaryczny wspdtczynnik oddziatywania
(Impact Factor wg roku publikacji) jednotematycznego cyklu prac wynosi 49,537, zas sumaryczna liczba
punktéw z listy czasopism MEIiN z dnia 01.12.2021 roku wynosi 1050 (Tabela 1).

Opis mojego merytorycznego i szacowanego procentowego wkfadu pracy w publikacje bedgce
czescig cyklu, zawarty jest w Zataczniku 4 do wniosku, oraz w o$wiadczeniu (Zatacznik 5). Dodatkowo
oswiadczenia wspoétautoréw, okreslajgce indywidualny wktad pracy kazdego z nich w publikacjach
[H1-H10] stanowig tres¢ Zatacznika 6 do wniosku.

M- jako autor korespondencyjny

[H1] Szymczyk A, Soliwodzka K, Moskal M, Rézanowski K, Ziétkowski R DA, Further insight into
the possible influence of electrode blocking agents on the stem-loop based

electrochemical DNA sensor parameters, Sensors Actuators, B Chem., 2022;354:131086.

[H2] Marchlewicz K, Ostrowska I, Oszwatdowski S, Zasada A, Ziétkowski R 24, Malinowska E.
Molecular diagnostic of toxigenic Corynebacterium diphtheriae strain by DNA sensor

potentially suitable for electrochemical point-of-care diagnostic. Talanta. 2021;227.

[H3]  Ziétkowski RDA, Jarczewska M, Gérski t, Malinowska E 4. From small molecules toward
whole cells detection: Application of electrochemical aptasensors in modern medical
diagnostics. Sensors (Switzerland). 2021;21(3):1-49.

[H4] Ziétkowski R B4, Oszwatdowski S, Kopyra KK, Zacharczuk K, Zasada AA, Malinowska E.
Toward Fluorimetric-Paired-Emitter-Detector-Diode test for Bacillus anthracis DNA based

on graphene oxide. Microchem J. 2020;154.

[H5] Ziétkowski R B4, Kaczmarek A, Koénik 1, Malinowska E. Reduced nonspecific protein
adsorption by application of diethyldithiocarbamate in receptor layer of diphtheria toxoid

electrochemical immunosensor. Bioelectrochemistry. 2020;132.
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[H6] Ziétkowski R D4, Uscinska A, Mazurkiewicz-Pawlicka M, Matolepszy A, Malinowska E.
Directly-thiolated graphene based electrochemical sensor for Hg(ll) ion. Electrochim Acta.
2019;305:329-337.

[H7] Ziétkowski R B4, Jarczewska M, Drozd M, Zasada AA, Malinowska E. Studies on the
development of electrochemical immunosensor for detection of diphtheria toxoid. J
Electrochem Soc. 2019;166(6):B472-B481.

[H8]  Ziétkowski R DA, Oszwatdowski S, Zacharczuk K, Zasada AA, Malinowska E.
Electrochemical detection of bacillus anthracis protective antigen gene using DNA
biosensor based on stem-loop probe. J Electrochem Soc. 2018;165(5):B187-B195.

[H9] Ziétkowski R DA, Gorskit, Malinowska E. Carboxylated graphene as a sensing material for
electrochemical uranyl ion detection. Sensors Actuators, B Chem. 2017;238:540-547.

[H10] Jarczewska M, Sheelam SR, Ziétkowski R, Gorski t 4. A label-free electrochemical DNA
aptasensor for the detection of dopamine. J Electrochem Soc. 2016;163(3):B26-B31.

Tabelal Cykl powigzanych tematycznie artykutdw naukowych ,Projektowanie i parametry

pracy elektrochemicznych (bio)sensorow oraz przyktady ich wykorzystania, ze
szczeg6Inym uwzglednieniem diagnostyki zakazen bakteryjnych” — podsumowanie
Liczba Liczba
Lp. Publikacja IF* cytowan wg | punktow
WoS MEiN
H1 Sensors Actuators, B Chem., 2022;354:131086 7,460 0 140
H2 Talanta. 2021;227 6,057 3 100
H3 Sensors (Switzerland). 2021;21(3):1-49 3,573 4 100
H4 Microchem J. 2020;154 4,821 5 70
H5 Bioelectrochemistry. 2020;132 5,373 2 100
H6 Electrochim Acta. 2019;305:329-337 6,215 6 100
H7 J Electrochem Soc. 2019;166(6):B472-B481 3,721 5 100
H8 J Electrochem Soc. 2018;165(5):B187-B195 3,12 10 100
H9 Sensors Actuators, B Chem. 2017;238:540-547 5,938 26 140
H10 | JElectrochem Soc. 2016;163(3):B26-B31. 3,259 33 100
SUMA 49,537 1050

*wg roku publikacji lub z 2020, gdy brak nowszego

Wszystkie szczegéty dotyczgce sposobu prowadzenia badan oraz otrzymanych wynikéw (m.in.

tabele, dane liczbowe, rysunki czy odpowiednie wyjasnienia) zawarte sg w zatgczonych artykutach.

Ponizej znajduje sie zwiezte omdwienie celu naukowego prac.
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5.3. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z zarysowaniem
ich ewentualnego wykorzystania

Potrzeba selektywnego wykrywania i oznaczania niskich stezen wybranych analitow, przy
zachowaniu krotkich czaséw analizy, stanowi podstawe nieustannych prac nad projektowaniem oraz
tworzeniem nowoczesnych mikrourzadzen analitycznych. Duzym zainteresowaniem w tej kwestii
cieszg sie sensory chemiczne i wynika z mozliwosci jakie oferujg, jak rowniez z mozliwosci jakie dopiero
mogg zaoferowaé. Sensory chemiczne, oraz ich odmiana gdzie w warstwie rozpoznajgcej analit
umieszczane sg skfadniki pochodzenia biologicznego (tzw. biosensory), to przenosne urzadzenia o
niewielkich wymiarach, charakteryzujgce sie prostg konstrukcjg i niskg ceng jednostkowa. Cechy te, w
potgczeniu z dobrymi parametrami analitycznymi (krétki czas analizy, wysoka selektywnos¢, czy mate
wartosci granic wykrywalnosci analitéw) sprawiajg, ze sg one interesujace z punktu widzenia
nowoczesnych rozwigzan analitycznych. Obecnie komercyjnie dostepne sensory i biosensory coraz
czesciej wykorzystywane sg w analizach zywnosci, analitéw waznych klinicznie i Srodowiskowo, czy tez
w szybkim badaniu prébek mogacych stanowié zagrozenie biologiczne. Dodatkowo, dzieki rozwojowi
nauk inzynieryjno-technicznych takich jak automatyka, elektronika, inzynieria materiatowa czy
inzynieria biomedyczna, opracowywane sg niewielkie, przenosne platformy analityczne, w ktérych
sensory i biosensory stanowig elementy detekcyjne. Rozwijanie tej dziedziny nauki, petnej i
automatycznej analizy pobranej prébki, w szczegdlnosci pod katem wystepowania w niej okreslonych
fragmentéw kwaséw nukleinowych, jest szczegdlnie istotne w kontekscie chociazby biezgcej sytuacji
epidemicznej.

Z uwagi na prostg budowe takich czujnikéw, uzyskanie matych wartosci granic wykrywalnosci
analitéw przy zachowaniu wysokiej selektywnosci prowadzonego oznaczenia, mozliwe jest jedynie
przy wiasciwym dopasowaniu zaréwno elementdw konstrukcyjnych jak i warunkéw prowadzenia
pomiaru. Pomijajgc same receptorowe sktadniki warstwy sensorycznej w postaci odpowiednich grup
funkcyjnych czy tez czastek biologicznych (kwasy nukleinowe, przeciwciata, enzymy), ktdrych
oddziatywanie z analitem czesto jest potwierdzone i bardzo dobrze zbadane, to powierzchnia, na ktdrej
dochodzi do rozpoznania molekularnego (np. zwigzanie dedykowanego analitu) jak i Srodowisko
prowadzenia takich analiz, czesto moze w znacznej mierze wptywaé na wydajnosc i ,jakos¢” tych
oddziatywan. Potwierdza to chociazby liczba doniesien literaturowych w ktérych zjawiska te s3
analizowane, a powierzchnia przetwornikow dodatkowo modyfikowana z zastosowaniem wybranych
zwigzkow chemicznych czy nanomateriatow.

Celem moich badan, ktérych wyniki zaprezentowatem w cyklu prac wchodzacych w skfad
rozprawy habilitacyjnej pt. ,Projektowanie i parametry pracy elektrochemicznych (bio)sensoréw oraz
przyktady ich wykorzystania, ze szczegéInym uwzglednieniem diagnostyki zakazen bakteryjnych”,
byto opracowanie nowych sensoréw i biosensoréw oraz préba poprawy parametréow analitycznych
wzgledem rozwigzan juz istniejgcych. Przeprowadzone badania mozna podzieli¢ na trzy gtéwne grupy:

(i) proba poprawy parametréw roboczych apta-, immuno- oraz genosensoréw poprzez
zastosowanie jako elementéw konstrukcyjnych nanomateriatéw Iub nowych
niereceptorowych sktadnikéw warstwy bioczutej ([H1], [H3], [H4], [H5], [H7], [H10])

(ii) rozwijanie konstrukcji geno- i immunosensoréw umozliwiajacej petng elektrochemiczna
diagnostyke zakazen bakteryjnych ([H2], [H5], [H7], [H8])

(iii) przygotowanie pochodnych grafenu oraz wykorzystanie ich jako warstw receptorowych
w elektrochemicznych sensorach chemicznych ([H6], [H9])
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Wymienione obszary badawcze, w szczegdlnosci (i) oraz (ii), uzupetniajg sie, przez co w celu
uproszczenia odbioru autoreferatu zostang opisane wspdélnie.

Jak wspomniano, konstrukcja oraz parametry pracy sensoréw i biosensoréw sprawiajg, ze
znajdujg one lub mogg znalezé zastosowanie w oznaczeniach stezenia zaréwno jondw, prostych
zwigzkow chemicznych (np. antybiotyki, neuroprzekazniki itp.) czy typowych zwigzkéw pochodzenia
biologicznego (biatka, kwasy nukleinowy itp.), prowadzonych w wielu gateziach przemystu. Czesto
rozwigzania te stosowane sg jako narzedzia wstepnej/przesiewowej analizy probek, stanowigc z jedne;j
strony prostszg alternatywe, ale z drugiej, uzupetnienie wiedzy otrzymywanej za pomoca
zaawansowanych technik instrumentalnych. Nalezy jednak zauwazyé¢, ze jednym z kierunkéw rozwoju
wspotczesnej chemii analitycznej, czy diagnostyki medycznej, jest uzyskanie catkowitej automatyzacji
prowadzonych pomiaréw, gdzie od uzytkownika korncowego bytoby wymagane wytacznie
wprowadzenie do urzadzenia swiezo pobranej probki. W rozwigzaniach takich (bio)sensory zyskuja
coraz wieksze zainteresowanie jako elementy detekcyjne. ldeg takiego podejscia, poza
wyeliminowaniem btedéw ludzkich podczas prowadzenia pomiaréw, jest rdwniez petna mobilnos¢
urzadzenia oraz mozliwos¢ prowadzenia oznaczen poza laboratorium. To pocigga za sobg koniecznosé
osiggniecia jak najwiekszego stopnia miniaturyzacji wszystkich elementéw gotowego urzadzenia, w
tym réwniez elementdw detekcyjnych. Niestety, czesto zmniejszanie wymiaréw czujnikéw wptywa
réwniez znaczgco na zmniejszenie intensywnosci uzyskiwanego sygnatu analitycznego, w szczegdlnosci
w przypadku technik prgdowych czy optycznych. Miedzy innymi z tego wzgledu, podejmuje sie préby
wykorzystania w tworzeniu warstw (bio)czutych (bio)sensorow nowych nanomateriatéw i/lub
zwigzkow niereceptorowych. Podejscie takie, w przypadku stosowania technik elektrochemicznych,
moze prowadzi¢ do poprawy przewodnosci stosowanego przetwornika, np. w wyniku rozwiniecia jego
powierzchni i/lub wprowadzenia struktur rezonansowych, czy tez poprawié¢ stabilno$¢ elementéw
bioreceptorowych, znajdujgcych sie w warstwie sensorycznej. W pracy:

[H10] Jarczewska, M., Sheelam, S.R., Ziétkowski, R., Gorski, L. A label-free electrochemical DNA
aptasensor for the detection of dopamine, Journal of the Electrochemical Society, 2016, 163
(3), B26-B31.

zaprezentowatem swoje pierwsze badania nad zastosowaniem nanomateriatdow w konstrukcji
biosensoréw elektrochemicznych. Zastgpienie ztotych elektrod dyskowych elektrodami wykonanymi z
wegla szklistego (GCE) o takich samych wymiarach, modyfikowanych dodatkowo redukowanym
tlenkiem grafenu oraz nanoczgstkami ztota, doprowadzito do znacznej poprawy parametréw
analitycznych czujnika dedykowanego wykrywaniu i oznaczaniu dopaminy. Wspomniane
nanomateriaty tworzyty warstwe przejsSciowg miedzy przetwornikiem a warstwg bioczutg w postaci
aptamerdw DNA, ktdra umozliwita znaczne zmniejszenie wartosSci granicy wykrywalnosci, zwiekszenie
selektywnosci prowadzonych oznaczen czy rozszerzenie zakresu prostoliniowej odpowiedzi czujnika.
Miato to o tyle znaczenie, ze w przypadku czujnika skonstruowanego na bazie klasycznej ztotej
elektrody dyskowej, o takich samych wymiarach, uzyskane parametry analityczne nie pozwolityby na
zbadanie wystepowania tego neuroprzekaznika w organizmie ludzkim, ktérego stezenie miesci sie w
zakresie od 10® do 10°® mol-L? (najwieksze ilosci dopaminy znajdujg sie w mdzgu, rzedu kilku
mikromoli), a odchylenie od tego zakresu moze by¢ wskaznikiem rozwoju powaznych choréb o podtozu
neuronalnym. Zmniejszenie wartosci granicy detekcji z 26,8 umol-L™? (dla ztotej elektrody dyskowej) do
3,36 umol-L? zblizyto zatem mozliwosci analityczne proponowanego rozwigzania do rzeczywistych
potrzeb diagnostycznych. Dodatkowo, zastosowanie nanomateriatéw przyczynito sie do znacznej
popraw réwniez selektywnos$¢ proponowanego rozwigzania, w szczegdlnosci wobec kwasu
askorbinowego, interferentu, wystepujacego w znacznym nadmiarze wobec dopaminy w prdbkach
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rzeczywistych. W zawigzku z tym, ze proponowane rozwigzanie jest czujnikiem bezznacznikowym, w
ktorym mechanizm detekcji (Rysunek 1 A) zwigzany jest z prgdem utleniania, pochodzgcym od reakc;ji
redoks analitu (dopaminy), to wszelkie zwigzki o zblizonych potencjatach redoks wystepujgce w
analizowanej prébce mogg znacznie wptywac na wiarygodno$¢ prowadzonych oznaczen.

A) B)

400 -
| Toomomwy, "’ ]

Z' | ohm

Rysunek 1. A) mechanizm detekcji B) analiza, z wykorzystaniem spektroskopii impedancyjnej, kolejnych etapow
przygotowywania czujnika: 1) czysta GCE, Il) GCE modyfikowana redukowanym tlenkiem grafenu (rGO), Ill)
GCE/rGO z naniesionymi nanoczastkami ztota (AuNP, IV) GCE/rGO/AuNP modyfikowana aptamerem DNA; V)
GCE/rGO/AuNP/DNA po 5 minutowej inkubacji w 50 pmol-L™! roztworze dopaminy. Pomiary wykonane w 50
mmol-L! buforze Tris-HCI (pH 7.4) zawierajgcym 5 mmol-L™! Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] oraz 100 mmol-L™ KCI przy
potencjale DC 0.2 V [H10].

Obecnie dopamina (w probce krwi lub surowicy) wykrywana jest gtéwnie z wykorzystaniem
czasochtonnych i wymagajgcych kosztownego sprzetu technik instrumentalnych typu wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) czy spektrometria mas (MS). Mozna zatem uznaé, ze mozliwosc¢
prowadzenia szybkich i prostych w wykonaniu oznaczen, przy zachowaniu odpowiedniej selektywnosci
oraz matej wartosci granicy wykrywalnosci moze stanowi¢ ciekawg alternatywe i/lub uzupetnienie,
szczegoblnie podczas przesiewowych badan diagnostycznych. Sam czujnik byt przygotowywany poprzez
zanurzenie oczyszczonej elektrody GCE w roztworze tlenku grafenu oraz jego elektrochemicznej
redukcji. Prowadzito to do osadzenia na powierzchni elektrody nanomateriatu weglowego w postaci
zredukowanego tlenku grafenu (rGO). Jak mozna zauwazy¢ na Rysunku 1B wynikiem takiego procesu
jest zmniejszenie oporu elektrody i sprawniejsza wymiana elektronédw miedzy roztworem a
powierzchnig przetwornika z udziatem wspomnianego rGO. Defekty oraz krawedzie pfatkow
redukowanego tlenku grafenu syntezowanego na drodze chemicznej stanowig miejsca wprowadzania
elektrondw w naniesiong warstwe nanomateriatu. Ptatki takie zawierajg zazwyczaj kilka warstw a
pojawienie sie ich na powierzchni elektrody z wegla szklistego (wykonanej z pasty weglowej) mozna
przyréwnaé do utworzenia elektrody wykonanej z wysoce uporzgdkowanego grafitu pirolitycznego,
przy czym utozonego w sposob posredni miedzy jego réwnolegty i prostopadty orientacjg. Dodatkowa
modyfikacja takiej warstwy nanoczgstkami ztota (nanoszonych z wodnego roztworu kwasu
tetrachloroztotowego (lll) rowniez w sposdb elektrochemiczny) z jednej strony stanowita miejsce
wigzania dla tiolowanych 57 nukleotydowych aptameréw DNA, z drugiej prowadzita do dalszego
rozwiniecia powierzchni elektrochemicznej elektrody (co mozna zaobserwowaé jako dalsze
zmniejszanie sie oporu elektrody). Co wazne, w przypadku analizy, z wykorzystaniem spektroskopii
impedancyjnej, oddziatywania dopaminy z gotowg warstwg receptorowa zaobserwowano wiekszy
wzrostu oporu elektrody niz w przypadku warstwy bioczutej bezposrednio naniesionej na ztotg
elektrode dyskowg. Zastosowanie nanomateriatow realnie przetozyto sie zatem na poprawe
parametréw analitycznych gotowego czujnika (Rysunek 2A, B) w poréwnaniu z uktadem, w ktérym
warstwa bioczuta byta naniesiona bezposrednio na ztotg elektrode dyskowa. Dotyczy to w
szczegblnosci, co juz wspomniano, zwiekszenia selektywnosci i zmniejszenia wartosci granic
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wykrywalnosci, ale takze zwiekszenia czutosci, rozszerzenia zakresu pomiarowego (liniowe] zaleznos¢
sygnatu pragdowego utleniania dopaminy od jej stezenia; 5-75 umol-L?), dodatkowo przy zwiekszonej
powtarzalnosci otrzymywanych wynikéw analiz.
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Rysunek 2. A) Zaleznos$¢ miedzy odpowiedzig czujnika a stezeniem dopaminy w prébce; B) selektywnosé, stezenie
analizowanych zwigzkéw w prébce wynosita 50 pmol-L™ [H10].

Skutkiem wspodtpracy, nawigzanej z badaczami z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego w
Warszawie, w zakresie identyfikacji zakazen u ludzi patogenami bakteryjnymi byto, poza wspdélnym
projektem (NCN 2014/15/B/NZ6/01771), rowniez ukierunkowanie prac badawczych na opracowanie
elektrochemicznych (z mojej strony) biosensoréw dedykowanych wykrywaniu markeréow zakazen
(kwasy nukleinowe i biatka). Badania bedgce podstawg publikacji:

[H8] Ziotkowski, R. DA, Oszwatdowski, S., Zacharczuk, K., Zasada, A.A., Malinowska, E.,
Electrochemical detection of bacillus anthracis protective antigen gene using DNA
biosensor based on stem-loop probe, Journal of the Electrochemical Society, 2018, 165
(5), B187-B195.

poswiecone byly opracowaniu elektrochemicznego czujnika umozliwiajgcego wykrycie produktow
asymetrycznej reakcji tanncuchowej polimerazy w prébkach rzeczywistych. Po wstepnych badaniach
nad mozliwoscig zastosowania odpowiedniego mechanizmu detekcji zdecydowatem sie na ukfad tzw.
spinki do wtosdw (Rysunek 3).
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Rysunek 3. Mechanizm detekcji elektrochemicznego czujnika DNA A) zamknieta struktura spinki do wtosow,
znacznik redoks w poblizu elektrody B) struktura spinki zostata zaburzona poprzez proces hybrydyzacji z nicig
komplementarng, zwiekszyta sie odlegto$¢ znacznika redoks od powierzchni elektrody. Przyktadowe
woltamperogramy oraz réwnanie na podstawie ktérego wyliczano odpowiedz czujnika [H8].

Mierzony sygnat pradowy pochodzit w tym przypadku od reakcji redoks znacznika (btekitu
metylenowego) kowalencyjnie dowigzanego do jednego z koficéw sondy DNA unieruchomionej w
warstwie receptorowej biosensora. Z kolei sygnatem analitycznym, proporcjonalnym do stezenia
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sekwencji komplementarnej znajdujgcej sie w oznaczanej prébce, jest wzgledna zmiana natezenia tego
pradu (wyliczana na podstawie powyzszego wzoru). Zmiana ta wynika z oddalania sie znacznika od
powierzchni elektrody na skutek zmian konformacyjnych zachodzacych w warstwie receptorowej.
Bowiem wraz z tworzeniem sie dwuniciowych struktur DNA wzrasta sztywnos¢ kwasow nukleinowych
w poréwnaniu do form jednoniciowych. Wybdr takiego mechanizmu detekcji podyktowany byt
mozliwoscig znacznej redukcji wptywu na rejestrowany sygnat prgdowy niespecyficznej adsorpcji
sktadnikéw prébki, tym samym redukujgc mozliwos¢ powstawania wynikow fatszywie dodatnich.
Probki rzeczywiste, szczegdlnie w przypadku wykrywania kwaséw nukleinowych, praktycznie zawsze
zawierajg rowniez sktadniki biatkowe, ktére wykazujg duzg sktonnosé do niespecyficznej adsorpcji na
powierzchni elektrod. Dlatego tez uzycie w celu generowania sygnatu pradowego jakiegokolwiek
znacznika znajdujgcego sie w roztworze, ktéry miatby za zadanie oddziatywaé z warstwa receptorowg
jest wykluczone. Ponadto, dzieki tej pracy oraz kolejnym dwém ([H1] i [H2]), ombéwionym w dalszej
czesci autoreferatu, zidentyfikowatem oraz wyjasnitem role kilku kluczowych parametréw o ktérych
nalezy pamietaé podczas konstruowania genosensorow dedykowanych wykrywaniu dtugoniciowych
fragmentéw kwaséw nukleinowych w prébkach rzeczywistych. Byta to w szczegélnosci odpowiednia
struktura przestrzenna sondy DNA, wtfasciwa organizacja warstwy receptorowej, zawartos¢ i typ
niereceptorowych sktadnikdw warstwy bioczutej i wynikajgcego z tego réwniez m.in. sktadu roztworu
w ktérym prowadzone sg analizy. Nalezy bowiem pamietaé, ze mimo iz stosowanie technik
elektrochemicznych w detekcji kwaséw nukleinowych ma swoje niewatpliwe zalety, wynikajgce
gtéwnie z mozliwosci wykrywania nawet niewielkich zmian parametréw elektrochemicznych
zachodzgcych na powierzchni elektrody, to mozna réwniez Smiato powiedzieé ze czesto jest to réwniez
najwieksza wada takich czujnikdw. Kluczowe jest zatem dobranie mozliwie najlepszych parametrow
konkretnej warstwy receptorowej dla konkretnego zastosowania w tym jak sie okazuje réwniez pod
katem srodowiska reakcji w ktérym dane oznaczenie bedzie prowadzone. Uktady bazujgce na zmianach
konformacyjnych sond DNA w formie spinki do wtoséw i wynikajacej stagd odpowiedzi analitycznej byty
i sg powszechnie opisywane w literaturze. W zdecydowanej wiekszosci dotyczg one jednak wykrywania
wzglednie krétkich fragmentdow kwaséw nukleinowych, w granicach do 30 nukleotyddw. Rzadko zdarza
sie jednak aby prdébka rzeczywista, w postaci produktu reakcji amplifikacji kwaséw nukleinowych,
wykorzystywana jako marker w badaniach diagnostycznych, byta o podobnej dtugosci. Podjatem sie
jednak zastosowania opisywanego powyzej mechanizmu detekcji réowniez w wykrywaniu znacznie
dtuzszych sekwencji nukleotydowych. Wynikato to nie tylko z mozliwej do uzyskania wysokiej
selektywnosci prowadzonych oznaczen, ale réwniez z prostoty prowadzonych pomiaréw co mogtoby
spowodowacé, 7ze proponowane rozwigzanie odnajdzie w przysztosci zastosowanie w bardziej
zaawansowanych i automatycznych narzedziach dedykowanych analizie kwaséw nukleinowych. W
opisywane]j pracy skupitem sie na wykrywaniu fragmentu genu pagA, o dtugosci 82 nukleotydéw,
bedgcego markerem zaréwno mozliwej infekcji bakterig Bacillus anthracis jak i jego potencjalnej
zjadliwosci. Zaprojektowatem i przebadatem trzy sondy DNA o charakterze spinki do wtoséw. Réznity
sie one dtugoscig ,petelki” i ,,ndzki” a wiec i iloscig energii niezbednej do ,rozerwania” takiej struktury
w wyniku zajScia rozpoznania molekularnego. Unieruchomienie sondy odbywato sie w wyniku
chemisorpcji i tworzenia wigzania siarka-ztoto. Poczgtkowa optymalizacja parametréw pracy takiego
czujnika zostata przeprowadzona z wykorzystaniem syntetycznie wytworzonej i oczyszczonej za
pomocg HPLC sekwencji pagA. Ostateczne parametry pracy zostaty jednak obliczone z wykorzystaniem
rzeczywistego produktu asymetrycznej reakcji PCR, do przeprowadzenia ktérej wykorzystany zostat
materiat genetyczny szczepu waglika wyizolowanego na terenie Polski. Z punktu widzenia rozpoznania
molekularnego prowadzonego na powierzchni, podczas ktérego dochodzi do zmian konformacyjnych,
wydaje sie by¢ zasadne oszacowanie wptywu zageszczenia sond DNA na uzyskiwany sygnat pragdowy i
analityczny. Postuzytem sie do tego celu rownoczesng analizg zmian natezenia rejestrowanego sygnatu
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pragdowego, pojemnosci elektrody oraz skorzystatem z réwnania (powszechnie wykorzystywanego w
literaturze) dedykowanego obliczaniu zageszczenia sond (Rysunek 4).
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Rysunek 4. A) natezenie rejestrowanego prgdu z wykorzystaniem techniki ACV (ang. Alternate Current
Voltammetry); B) pojemnosc elektrody; C) obliczone zageszczenie sond na przetworniku z wykorzystaniem wzoru
D), gdzie Q —tadunek, n —liczba elektronéw (2), F- stata Faradaya, A — elektrochemiczna powierzchnia elektrody
(obliczana na podstawie odrebnego wzoru) [H8].

Aby uzyska¢ odpowied? biosensora w tym przypadku, na powierzchni elektrody musi dojs¢ do
rozpoznania molekularnego, rozerwania struktury spinki do wtoséw i utworzenia nowej dwuniciowej
struktury. Zmiana ta bedzie prowadzita do zmniejszenia rejestrowanego sygnatu prgdowego. W
opisywanej pracy w procesy te zaangazowane s3 relatywnie dtugie (z punktu widzenia
elektrochemicznych biosensoréw DNA) fragmenty kwasow nukleinowych. Mozna zatem przypuszczacd,
ze stopief zageszczenia sond na powierzchni przetwornika, a wiec i wystepujgce ograniczenia
steryczne, bedg miaty bezposrednie przetozenie na wszystkie powyisze zjawiska. Analizujgc wyniki
zaprezentowane na Rysunku 4 mozina zauwazy¢, ze intensywnos¢ rejestrowanego sygnatu
pochodzacego od warstwy receptorowej zwiekszata sie wraz z wydtuzaniem czasu immobilizacji, i
osiggata maksimum dla 300 sekund (Rysunek 4 A). W przypadku dtuzszego czasu osadzania sond z
roztworu, natezenie rejestrowanego pradu zmniejszato sie nieznacznie, co mogto wskazywaé na
zmniejszanie sie ich liczby na powierzchni elektrody. Wraz z wydtuzaniem czasu immobilizacji
zwiekszata sie jednak réwniez pojemnos¢ elektrody, co moze wynikaé m.in. ze zmniejszania sie
grubosci lub pogarszania jakosci warstwy rozdzielajgcej powierzchnie elektrody od najblizszego
tadunku jonowego, wzrostu statej dielektrycznej medium posredniczacego (pojemnosé czystej,
niemodyfikowanej, ztotej elektrody znajdujgcej sie w bezposrednim kontakcie z roztworem, zazwyczaj
mieéci sie w zakresie 20-50 pF-cm™%; elektrody modyfikowanej dobrze zorganizowang warstwa
alkonotioli, obnizajgcy statg dielektryczng warstwy znajdujacej sie bezposrednio nad powierzchnig
ztota, wynosi okoto 1-5 puF-cm™). W prowadzonych badaniach, wartosci graniczne pojemnosci
wynosity 3,4 uF-cm2 dla najkrdtszego czasu immobilizacji sondy (najwiekszy udziat alkanotiolu) oraz
97,6 puF-cm™ gdy unieruchamiane byly wytacznie kwasy nukleinowe. Dlatego tez mozna doj$¢ do
whiosku, ze zmniejszanie natezenia prgdu obserwowane dla dtuzszych czaséw immobilizacji wynikato
najprawdopodobniej z braku mozliwosci odpowiedniej organizacji sond w postaci spinek, niz ze
zmniejszania sie ich liczby na powierzchni elektrody. Z kolei wyliczenia zaprezentowane na Rysunku
4C, wykonane w oparciu o powszechnie wykorzystywany wzér (Rysunek 4D) najprawdopodobniej
niedoszacowuja liczby sond na przetworniku. Zatozenia takie, w odniesieniu do zwiekszania ograniczen
sterycznych wraz ze zwiekszaniem sie zageszczenia sond na przetworniku powyzej 300 sekund
immobilizacji, miato réwniez swoje przetozenie na obserwowang wydajnos$¢ hybrydyzacji
przeprowadzong w czasie 1 minuty z sekwencjg kodujaca 82 fragment genu pagA (Rysunek 5A).
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Rysunek 5. A) Odpowiedz czujnika w wyniku 1 minutowej hybrydyzacji z sekwencjg cDNA oczyszczang HPLC B)
schematycznie przedstawione proporcje analizowanych sond oraz wykrywanej 82 nukleotydowej sekwencji genu
pagA [H8].

Najwiekszg odpowiedz biosensora zaobserwowano dla najkrétszego czasu unieruchamiania sondy. Z
kolei wraz z jego wydtuzaniem spadata wydajnos¢ rozpoznawania sekwencji komplementarnej. Z uwagi
na wzglednie duze natezenie rejestrowanego pradu, przy wysokiej wydajnosci procesu hybrydyzacji
zdecydowano sie na 30 sekundowe unieruchamianie dtugoniciowej sondy DNA na powierzchni. Nie
mniej, mimo pozytywnych wynikow dla sondy SL1, zwigzanych z wykrywaniem jednoniciowej
syntetycznej sekwencji genu oczyszczanej z wykorzystaniem HPLC, nie udato sie uzyska¢ odpowiedzi
czujnika w takich samych warunkach prowadzenia oznaczen ale wzgledem proébki rzeczywistej. Byta
ona dostarczana z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego i stanowita produkt asymetrycznej
reakcji PCR. Oprdcz jednoniciowych fragmentdw genu pagA zwierata on réwniez fragmenty
dwuniciowe o dtugosci 82 par zasad, startery niezbedne do przeprowadzenia reakcji, matryce DNA
izolowang z bakterii Bacillus anthracis czy, co rownie istotne, szereg biatek niezbednych do
przeprowadzenia reakcji PCR. Z wykorzystaniem elektroforezy kapilarnej okreslono stezenie
jednoniciowej formy genu pagA w prébce rzeczywistej na poziomie 1,72 UM. Dopiero wykorzystanie
w warstwie receptorowej sondy DNA o innej strukturze umozliwito wykrycie pozgdanej sekwencji w
probce rzeczywistej (Rysunek 5B oraz Rysunek 6).
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Rysunek 6. ACV) OdpowiedZ czujnika w zaleznosci od uzytej sekwencji sondy oraz stezenia produktu
asymetrycznej reakcji PCR; QCM) wyniki mikrowagi kwarcowej dla oddziatywania rzeczywistego produktu
asymetrycznej reakcji PCR (aPCR) z analizowanymi sondami gdzie: | —bufor hybrydyzacyjny; Il — bufor
hybrydyzacyjny z prébka aPCR; Il — bufor hybrydyzacyjny [H8].

Dopiero ponad dwukrotne wydtuzenie sekwencji petelki przy jednoczesnym jedynie
jednonukleotydowym zwiekszeniu nozki (sekwencja sondy SL3) umozliwito wykrycie, zaréwno
elektrochemiczne jak i piezoelektryczne, sekwencji komplementarnej w rzeczywistym produkcie
asymetrycznej reakcji PCR (aPCR), Rysunek 6. Tak duza zmiana sekwencji sondy najprawdopodobniej
znacznie wptyneta na fatwosé z jakg rozrywana jest trzeciorzedowa struktura spinki w wyniku
hybrydyzacji z aPCR. Tym samym rédwnowaga oddziatywan pojedynczych nici DNA obecnych w
produkcie aPCR zostata przesunieta z tworzenia struktur dwuniciowych (zaréwno w obrebie kazdej nici
jak i miedzy jednoniciowymi sekwencjami prébki aPCR) oraz kompleksdw z biatkami obecnymi w
roztworze, w kierunku oddziatywania z sondami unieruchomionymi na powierzchni elektrody. Co

rownie wazne, odpowiedz opracowanego czujnika byta selektywna w obecnosci duzego nadmiaru DNA
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izolowanego z grasicy cielecej (Rysunek 7A) a w zaleznosci od czasu hybrydyzacji mozliwe byto wykrycie
rowniez produktu PCR przygotowanego w reakcji o zredukowanej liczbie cykli. Z kolei sama konstrukcja
takiego czujnika sprawita, ze mégt on zosta¢ uzyty kilkukrotnie, po odpowiednio intensywnym
optukaniu wodg dejonizowang (brak ekranowania tadunkéw ujemnych grup fosforanowych szkieletu
fosforanowo-cukrowego DNA i rozerwanie wigzan wodorowych stabilizujgcych strukture dwuniciow3)
(Rysunek 7B,C).
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Rysunek 7. A) odpowiedz czujnika przed analizg, w obecnosci 500 krotnego nadmiaru DNA izolowanego z grasicy
cielecej, oraz w obecnosci DNA z grasicy cielecej oraz genu pagA, wyniki pomiaréw otrzymanych po 5 minutowe;j
hybrydyzacji; B) odpowiedzZ biosensora przed analizg, po 30 minutowej hybrydyzacji oraz po kolejnych etapach
regeneracji; C) analiza regeneracji czujnika z wykorzystaniem QCM, gdzie | — bufor hybrydyzacyjny; Il —
hybrydyzacja z aPCR; lll — bufor hybrydyzacyjny; IV —woda; V — bufor hybrydyzacyjny [H8].

Kolejnym etapem moich prac badawczych byto zastosowanie grafenu we fluorescencyjnych
testach DNA z detekcjg elektrochemiczng. Doswiadczenie zdobyte w trakcie realizacji projektu
luventus Plus ,Badania nad zastosowaniem grafenu jako nowego podfoza biosensoréw
elektrochemicznych zawierajacych w warstwie receptorowej kwasy nukleinowe” pozwolito podjac
badania nad zastosowaniem grafenu w czujnikach DNA (dedykowanych wykrywaniu sekwencji
markerowych zakazenia bakteryjnego), w ktérych zmiany w intensywnosci emisji fluorescencji
rejestrowane byty z wykorzystaniem technik elektrochemicznych. Nawet pomimo tego, ze w trakcie
realizacji samego projektu zauwazytem, ze wprowadzenie pochodnej grafenu jako warstwy posredniej
w elektrochemicznych czujnikach DNA z mechanizmem detekcji ,spinki do wtoséw” nie przynosito
zamierzonych efektow. Wéwczas problemem byto nawet uzyskanie w ogodle jakiejkolwiek zaleznosci
miedzy odpowiedzig biosensora a stezeniem sekwencji komplementarnej obecnej w analizowanej
probce. Najprawdopodobniej wynikato to z powszechnie wystepujacych na takich podtozach
oddziatywan TETT miedzy warstwami grafenu a odstonietymi pierscieniami aromatycznymi
jednoniciowych sekwencji kwasow nukleinowych. Efekt ten wzmagat fakt kowalencyjnego sposobu
unieruchamiania sondy DNA na powierzchni, a tym samym znacznego ograniczenia jej swobody. Nie
mniej, w pracy:

[H4]  Zidtkowski, R. B, Oszwatdowski, S., Kopyra, K.K., Zacharczuk, K., Zasada, A.A.,
Malinowska, E. Toward Fluorimetric-Paired-Emitter-Detector-Diode test for Bacillus
anthracis DNA based on graphene oxide, Microchemical Journal, 2020, 154, art. no.
104592.

podjatem sie badan, w ktérych oddziatywania TETT miedzy jednoniciowymi sekwencjami kwasdéw
nukleinowych a podtozem grafenowym, byty kluczowe z punktu widzenia zastosowanego mechanizmu
detekcji (Rysunek 8). Co jednak rownie wazne to fakt, ze tym razem postanowitem unieruchomic¢ sondy
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DNA (znakowane barwnikiem fluorescencyjnym) nie poprzez wigzanie kowalencyjne z podtozem a
jedynie w wyniku adsorpcji na powierzchni ptatkdw tlenku grafenu (indukowanie zjawiska wygaszania
fluorescencji) w wyniku w/w oddziatywan. Z kolei desorpcja sond (powodujgca wzbudzanie
fluorescencji) nastepowata w wyniku hybrydyzacji z nicig komplementarng. Dochodzito wéwczas do
tworzenia dwuniciowego fragmentu DNA, zorientowaniu zasad azotowych do jego wnetrza a tym
samym zrywaniu wigzan TEtTTz ptatkami grafenowymi. Uktad taki (Rysunek 8, premix) miat stanowic
alternatywe dla opisanego wyzej czujnika elektrochemicznego dedykowanego wykrywaniu 82
nukleotydowego fragmentu genu pagA bakterii Bacillus anthracis. W tej samej pracy
scharakteryzowatem réwniez drugi uktad, w ktérym na powierzchni ptatkdw tlenku grafenu adsorpcji
ulegaty jednoniciowe fragmenty DNA pozostajgce w roztworze w nadmiarze po procesie hybrydyzacji
(Rysunek 8, postmix). Chec zastosowania obu mechanizmdéw wynikata ze ztozonego i niejednorodnego
sktadu jakosciowego uzyskiwanych ptatkéw tlenku grafenu. Mnogosé grup tlenowych obecnych na
powierzchni ptatkdw oraz obszary catkowicie ich pozbawione sprawiaty, ze ssDNA (jednoniciowe DNA)
oraz struktury tlenku grafenu mogty oddziatywac nie tylko poprzez wigzania n-it ale réwniez w wyniku
oddziatywan hydro- i lipofilowych czy tez poprzez tworzenie wigzan wodorowych. To z kolei, w
zaleznosci od wykorzystywanego mechanizmu detekcji, mogtoby wptywac¢ na wydajnos¢ procesu
hybrydyzacji czy adsorpcje ssDNA prowadzonych na powierzchni ptatka GO.

A: premix

ssDNAf GO

B: postmix =0

Rysunek 8. Schemat mechanizméw detekcji: A) premix, B) postmix [H4].

ssDNAf

Duzy wptyw na mozliwo$é zachodzenia wyzej opisanego procesu miata sekwencja oznaczanego
82 nukleotydowego fragmentu DNA (aPCR), a wtasciwie przyjmowane przez nig w roztworze struktury
drugo- i trzeciorzedowe (Rysunek 9). Charakteryzowaty sie one dtugimi fragmentami dwuniciowymi i
jedynie niewielkimi odcinkami jednoniciowymi, w szczegdlnosci na koncach 3 i 5, ktére to byty
komplementarne do sekwencji sondy fluorescencyjnej (ssDNAf). We wstepnych badaniach
wykorzystano sekwencje cDNA, tabela ponizszej, w petni komplementarnej do sekwencji sondy
ssDNAf.

Sequence name aPCR cDNA

Structure

Rysunek 9. Najbardziej prawdopodobne (od lewej do prawej) struktury drugorzedowe 82 nukleotydowego
fragmentu genu pagA oraz oczyszczonego za pomocg HPLC fragmentu cDNA [H4].
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Badania prowadzitem w roztworze 20 mM HEPES (pH 5,0) z dodatkiem 2 mM MgCl, w celu kompensacji
ujemnych tadunkéw wystepujgcych w szkielecie fosforanowo-cukrowym DNA oraz na powierzchni
ptatkdw tlenku grafenu. Taki sktad buforu umozliwit szybkg oraz wydajng adsorpcje ssDNA na
powierzchni ptatkdw a utworzone struktury odznaczaty sie trwatoscig (co zweryfikowano za pomocga
elektroforezy kapilarnej). Po arbitralnym wyborze wyjsciowego stezenia sondy fluorescencyjnej,
ssDNAf, na poziomie 0,1 UM (duza intensywnos¢ sygnatu fluorescencji, mozliwos¢ uzyskania matych
wartosci granicy wykrywalnosci) dobratem stezenie tlenku grafenu umozliwiajgce wydajne wygaszenie
tej fluorescencji (w wyniku oddziatywania z sondg) (Rysunek 10 A).
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Rysunek 10. Zmiany w intensywnosci fluorescencji w wyniku A) dodania do 0,1 uM ssDNAf réznych stezen
tlenku grafenu, B) mechanizm premix: wzrost intensywnosci fluorescencji w wyniku dodania 1 pM cDNA w
zaleznosci od stezenia GO w mieszaninie wyjsciowej, C) mechanizm postmix: wptyw czasu hybrydyzacji oraz
stezenia GO na wygaszanie fluorescnecji (0,1 uM ssDNAf i 0,1 uM cDNA) [H4].

Catkowite wygaszenie fluorescencji dla sondy ssDNAf o stezeniu 0,1 UM zaobserwowano stosujgc
stezenie ptatkdw tlenku grafenu wieksze badz réwne 10 pglhlL™. Zaobserwowano, ze czas
oddziatywania ssDNA z GO nie wptywat znaczgco na przebieg procesu. Z kolei po dodaniu do roztworu
sekwencji komplementarnej do ssDNAf (Rysunek 10B) mozina byto zaobserwowaé wzrost
intensywnosci fluorescencji. Jednak kinetyka tego oddziatywania byta zréznicowana a proces byt
najefektywniejszy gdy stezenie GO wynosito od 5 do 10 pglthL™. Powyzej 12,5 puglthL™ znormalizowana
odpowiedz sensora (PL/PLo) byta stata i wynosita okoto 0,33 w pierwszej minucie hybrydyzacji. Dla
kazdego z testowanych stezen GO, mozna byto zaobserwowaé wzrost odpowiedzi czujnika wraz z
uptywem czasu (az do osiggniecia maksimum odpowiedzi na poziomie 0,68 po godzinnej inkubacji). W
przypadku drugiego z badanych mechanizméw detekcji (Rysunek 10C), ptatki GO dodawane byty po
procesie hybrydyzacji prowadzonej w roztworze. W tym przypadku rdwniez odpowiedz sensora silnie
zalezata od stezenia dodawanego GO. Powyzej 12,5 pglhL™ nie obserwowano juz zmian w kinetyce
spadku intensywnosci fluorescencji a dla jednominutowego oddziatywania mieszaniny kwaséw
nukleinowych i GO obserwowano odpowiedZ sensora na poziomie 0,28 (0,50 dla 60 minut). Dla
mniejszych stezert GO mozna byto zaobserwowaé wieksze wartosci znormalizowanej fluorescencji, co
mogto wynikaé z obecnosci w roztworze wolnych, nie zaadsorbowanych na ptatkach GO, sond ssDNAf.
Jak juz wspomniatem, podczas dodawania sekwencji cDNA do mieszaniny, w ktérej ssDNAf byto juz
zaadsorbowane na powierzchni ptatkow GO (Rysunek 10B), mozna byto wyrdznié¢ dwie szybkosci
ponownego wzbudzania fluorescencji. Szybszg, gdy stezenie ptatkow tlenku grafenu wynosito ponizej
12,5 pglhL™, oraz wolniejsza dla stezern wiekszych od tej wartosci. Mogto to wskazywaé na
wystepowanie réznych zjawisk odpowiedzialnych za desorpcje ssDNAf z powierzchni tlenku grafenu.
W celu weryfikacji tej hipotezy przygotowatem dwa roztwory o réznym stezeniu GO, 5 pglhL™
(Rysunek 11A) i 15 pglthL™ (Rysunek 11B) i niezmiennym stezeniu ssDNAf, 0,1 uM. Tym razem
porownatem zmiane fluorescencji takich uktadéw w wyniku dodawania do nich sekwencji DNA w petni
komplementarnej do ssDNAf (cDNA), oraz catkowicie niekomplementarnej (random).
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Rysunek 11. Zmiany w intensywnosci fluorescencji w wyniku dodawania cDNA oraz sekwencji ,random” do
mieszaniny zawierajacej 0,1 UM ssDNAf zaadsorbowanego na A) 5 uglhL™ GO; B) 15 pglthL™ GO [H4].

W trakcie badan zauwazytem, ze w przypadku zastosowania mniejszego stezenia grafenu sekwencja
dodawanego jednoniciowego fragmentu DNA nie miata wptywu na wzbudzenie fluorescencji. Sytuacja
byta odwrotna gdy analizowano zdecydowanie wieksze stezenie GO. W tym przypadku zwiekszenie
intensywnosci fluorescencji zaobserwowano wytgcznie wzgledem cDNA, przy niewielkich zmianach w
przypadku sekwencji losowej. Mozna zatem przypuszczaé, ze aby uzyskaé specyficzng odpowiedz
proponowanego rozwigzania, konieczne jest zastosowanie znacznego nadmiaru ptatkéw tlenku
grafenu wobec ssDNAf, aby nie dochodzito do catkowitego wysycenia miejsc mozliwej adsorpcji. Taki
stan prawdopodobnie wynika z mozliwosci podmieniania przez nowododane fragmenty ssDNA
zaadsorbowanych wczesniej sond ssDNAf. W przypadku gdy nadal bedg wystepowaty wolne miejsca
adsorpcji dla dodawanych sekwencji jednoniciowych, wowczas obserwowane zwiekszenie
intensywnosci fluorescencji spowodowane bedzie najprawdopodobniej selektywng hybrydyzacjg
sondy ssDNAf z sekwencjg komplementarng. Co istotne, zastosowanie powyzszego podejscia
umozliwito takze wykrycie sekwencji zawierajgcych mutacje punktowe w stosunku do sondy ssDNAf
(Rysunek 12).
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Rysunek 12. Selektywnos$¢ testu dla mechanizmu postmix: A) odpowiedz testu dla kazdej z analizowanych
sekwencji; B) odpowiedz testu dla mieszaniny sekwencji przeszkadzajgcych oraz sekwencji komplementarne;j
(stezenie ssDNAf wynosito 0,1 uM) [H4].

Dla obu z przetestowanych mechanizmoéw odpowiedzi otrzymano uzyteczne z analitycznego punktu
widzenia parametry sensora. Przebadano dwa czasy hybrydyzacji, 1 oraz 60 minut, dla ktérych
zaobserwowano odpowiednio najwiekszy wzrost wartosci odpowiedzi czujnika oraz wyptaszczenie
odpowiedzi. Uzyskane parametry analityczne zostaty przedstawione na Rysunku 13.
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Rysunek 13. Zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji od logarytmu stezenia cDNA dla mechanizmu A) premix i B)
postmix [H4].

Wszystkie powyzsze wyniki uzyskatem z wykorzystaniem syntetycznych fragmentow kwasow
nukleinowych, ssDNAf oraz cDNA (18 nukleotydéw), jak réwniez z wykorzystaniem typowego
laboratoryjnego spektrofluorymetru. Z czysto uzytkowego punktu widzenia nie stanowity one ciekawej
propozycji dla prowadzenia jakichkolwiek oznaczen. Dlatego tez, kolejnym naturalnym krokiem byto
oszacowanie odpowiedzi sensora na rzeczywiste produkty asymetrycznej reakcji PCR (aPCR). Dla obu
opisanych wyzej mechanizmoéow detekcji wyznaczytem zalezno$é intensywnosci fluorescencji od
logarytmu stezenia produktu aPCR (Rysunek 14).
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Rysunek 14. Zaleznos$¢ intensywnosci fluorescencji od logarytmu stezenia aPCR dla mechanizmu A) premix i B)
postmix [H4].

Granica wykrywalnosci ksztattowata sie na tym samym poziomie co w przypadku cDNA, jednak zakres
pomiarowy ulegt niemal dwukrotnemu obnizeniu. Przypuszczalnie wynika to skomplikowanej budowy
przestrzennej aPCR w poréwnaniu z cDNA. Wraz z wydtuzaniem sie sekwencji DNA, jego desorpcja z
powierzchni tlenku grafenu nastepuje coraz bardziej wydajnie. To z kolei jest wazne z uwagi na fakt, ze
zgodnie z danymi literaturowymi, aby doszto do desorpcji ssDNA z ptatka GO musi najpierw dojs¢ do
hybrydyzacji nici kwaséw nukleinowych na jego powierzchni. Ponadto obserwowane w produkcie aPCR
dwuniciowe helisy DNA mogg znacznie ograniczac proces adsorpcji aPCR na powierzchni ptatkow GO.
Przycigganie jednoniciowych fragmentéw produktu aPCR (znajdujacych sie na 3’ koncu produktu
asymetrycznej reakcji PCR, Rysunek 9) przez GO umozliwia zachodzenie procesu hybrydyzacji z ssDNAf
w tym miejscu, a catkowita adsorpcja produktu aPCR jest wowczas najprawdopodobniej niemozliwa.
Nie mniej, przeprowadzone badania potwierdzajg mozliwos¢ wykorzystania wyzej opisanego sensora
w analizach prébek rzeczywistych. W celu dalszego zwiekszenia jego uzytecznosci pod katem
potencjalnej mobilnosci i ograniczenia kosztéw, podjatem préobe wykorzystania do jego
przeprowadzenia uktadu zbudowanego z plastiku laboratoryjnego (ograniczony koszt materiatu), diody
LED (dwie diody zielone 0 Amax = 520 nm do wzbudzania fluorescencji; jedna dioda czerwona o Amax =
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625 nm do detekcji), oraz multimetru jako uktadu pomiarowego (Rysunek 15A). Co wazne, dioda
czerwona rozmiarem idealnie wpasowata sie w niewielkg probdwke, opierajac sie na jej krawedziach i
zapewniajgc statg odlegtos¢ od powierzchni roztworu analizowanej prébki.
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Rysunek 15. A) Uktad pomiarowy z diodami LED oraz multimetrem; B) wartos¢ potencjatu w zaleznosci od
stezenia ssDNAf (m) oraz w samym buforze pomiarowym (o) C) (m) zamiana potencjatu po dodaniu do 1 pM
ssDNAf roznych stezen GO (O) oraz dla samego buforu pomiarowego; D) (O - premix) zaleznosé¢ SEM od stezenia
aPCR dodawanego do mieszaniny 1 UM ssDNAf zaadsorbowanego na 20 pglthL™ GO; (m - postmix) SEM
zmierzona po 1 minucie inkubacji 1 M ssDNAf z odpowiednim stezeniem aPCR i po 1 minucie od dodania do 20
pglhL™ roztworu GO [H4].

W uktadzie takim konieczne byto jednak dziesieciokrotne zwiekszenie stezenia sondy ssDNAf w
roztworze aby mozliwe byto uzyskania zadowalajgcej odpowiedzi (rejestrowanej z wykorzystaniem
multimetru), w postaci generowanego potencjatu (Rysunek 15B). Pociggato to za sobg koniecznosé
dopasowania stezenia GO (Rysunek 15C). Pozostate, wybrane parametry analityczne (Rysunek 15D)
gotowego czujnika wyznaczono dla jednominutowego czasu hybrydyzacji. Wynikato to z
zaproponowanej konstrukcji oraz realnej mozliwosci stosowania takiego rozwigzania w warunkach
pozalaboratoryjnych. Jak mozna zaobserwowac¢, mozliwe byto uzyskanie liniowej zaleznosci miedzy
rejestrowang sitg elektromotoryczng a stezeniem jednoniciowego fragmentu DNA (w postaci produktu
asymetrycznej reakcji PCR). Dla obu analizowanych mechanizméw detekcji odpowiedz liniowa byta
podobna i wynosita odpowiednio 0,6+2,5 M. Réznity sie jednak czutoscig prowadzonych analiz, przy
czym dla oznaczonego jako ,postmix” byta niemal dwukrotnie wyzsza niz dla mechanizmu nazwanego
jako ,premix”. Znaczna wartos¢ granicy oznaczalnos$ci, wynoszaca 0,6 UM, z punktu widzenia
prowadzenia rzeczywistych analiz produktdw asymetrycznej reakcji PCR nie stanowi jednak przeszkody
z uwagi na odpowiednio duze stezenie takiego produktu w prébce.

Wspdtpraca z Narodowym Instytutem Zdrowia Publicznego zaowocowata réwniez kolejnym
grantem (NCBIR, LIDER/35/0041/L-7/NCBR/2016), tym razem jego kierowanie zostato powierzone mi.
Dotyczyt on dalszych badan nad opracowaniem czujnikéw umozliwiajgcych petng elektrochemiczng
diagnostyke zakazen, tym razem na przykfadzie zjadliwych szczepdw bakterii Corynebacterium
diphtheriae, wywotujgcych chorobe zwang btonicg. O ile uwaza sie, ze dzieki wprowadzeniu
powszechnych szczepien w latach 40-tych XX wieku bfonica zostata praktycznie catkowicie
wyeliminowania w krajach rozwinietych, to zgodnie ze statystykami podawanymi przez EU/EEA, liczba
zakazen btonicg na terenie unii europejskiej wzrosta trzykrotnie na przestrzenia lat 2011-2015. Pateczki
maczugowca wystepujg endemicznie na terenie wielu krajow Azji, potudniowego Pacyfiku czy Bliskiego
Wschodu a wykrycie ich obecnosci na terenie obozéw dla uchodzcéw znajdujgcych sie na terenie
Europy tylko potwierdza wprowadzanie tam nowych szczepéw. Mozna zatem $miato powiedzie¢, ze
masowe migracje ludnosci, intensywna turystyka, wszechobecna globalizacja, obserwowane zmiany
klimatu czy ruchy antyszczepionkowe nieodzownie bedg prowadzity do pojawiania sie nowych (czego
przyktadem jest wirus SARS-Cov-2) lub wznawiania zapomnianych patogendow cztowieka. Niezbedne
jest zatem rozwijanie testéw czy czujnikéw umozliwiajgcych szybkga identyfikacje zakazen, co sprawia,
ze z wyboru powinny bazowa¢ one na analizie wystepowania fragmentéw DNA/RNA
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charakterystycznych dla danego czynnika patogennego czy tez jego zjadliwosci. W przypadku zakazenie
bakterig Corynebacterium diphtheria, w szczegdlnosci w poczatkowym jego stadium, czesto jest ono
mylone z infekcjg gardta i migdatkéw wywotang przez paciorkowcowe. Z kolei testy prowadzone w
kierunku bakterii maczugowca btonicy, wykonywane na pdzniejszym etapie zakazenia, sg czasochtonne
i obejmuja izolacje czystych szczepdw bakterii z wymazu a nastepnie ocene ich zjadliwosci (test
immunoprecypitacji Eleka). Postepowania te, z zastosowaniem metod tradycyjnych, fenotypowych,
ograniczone sg rowniez miejscem ich wykonywania, co dodatkowo wydtuza czas ich prowadzenia. Jest
to niezwykle wazne z uwagi na czas, w ktérym nalezy podaé przeciwciata neutralizujgce toksyne
produkowang przez zjadliwe szczepy niektérych gatunkéw Corynebacterium. Tylko taki krok moze
uchronié pacjenta przed ciezkim przebiegiem choroby, trwatym kalectwem Iub nawet $miercia. Z kolei
z uwagi na panujace przekonanie o wyeliminowaniu tej choroby, antytoksyna nie jest powszechnie
dostepna i czesto niezbednych jest kilka dni na jej sprowadzenie. Z punktu widzenia diagnostyki,
wydaje sie by¢ zatem zasadne opracowanie zestawu czujnikdw (np. elektrochemicznych)
umozliwiajgcych szybkie i wiarygodne wykrycie zaréwno gatunku bakterii wywotujacej dane zakazenia
[H2], np. genosensor, jak i potwierdzenie jej toksygennosci [H5, H7], np. immunosensor. W pracy:

[H2] Marchlewicz, K., Ostrowska, |., Oszwatdowski, S., Zasada, A., Ziétkowski, R. B4, Malinowska,
E. Molecular diagnostic of toxigenic Corynebacterium diphtheriae strain by DNA sensor
potentially suitable for electrochemical point-of-care diagnostic, Talanta, 2021, 227, pp.
122161.

zaprezentowatem badania dotyczace opracowania czujnika DNA dedykowanego wykrywaniu
sekwencji markerowej maczugowca btonicy, tox, o dtugosci 107 nukleotyddéw, kodujgcej fragment
genu toksyny btoniczej i amplifikowanej w asymetrycznej reakcji polimerazy. W badaniach
skorzystatem z mechanizmu detekcji zaprezentowanego na Rysunku 3. Bazujgc na doswiadczeniu
pozyskanemu dzieki badaniom opisanych w [H8], zaprojektowatem sondy, w ktérych dtugosé nozki
wynosita od 6 do 7 par zasad oraz petelki od 35 do 57 nukleotydéw. Tym razem jednak wyzwaniem
okazato sie juz uzyskanie odpowiedzi wzgledem syntetycznego fragmentu jednoniciowego DNA.
Zastosowanie tych samych co w pracy [H8] warunkdéw (2 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH
7) nie pozwolito na uzyskanie satysfakcjonujacej odpowiedzi gotowego czujnika (Rysunek 16A).
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Rysunek 16. A) Wptyw stezenia jonéw magnezu w buforze hybrydyzacyjnym na odpowiedZ czujnika; B)
elektroforeza 107 nukleotydowego fragmentu genu tox amplifikowanego w klasycznej reakcji PCR (Sciezka 4)
oraz w reakcji PCR asymetrycznego (Sciezki 5 i 7). W Sciezkach 6 i 8 znajduje sie chemicznie syntezowany i
oczyszczonego za pomocg HPLC jednoniciowy fragment genu tox. Sciezki 1-3 to marker wielkosci o nazwie
GeneRuler Ultra Low Range DNA Ladder (zel i zdjecie wykonane przez dr hab. inz. Stawomira Oszwatdowskiego)
[H2].

Nalezy jednak pamietac, ze w tym przypadku wykrywana sekwencja, a tym samym i wykorzystane
sondy DNA w postaci tzw. spinki do witosow, byty dtuzsze niz w przypadku sensora zaproponowanego
w ramach [H8]. Mozna zatem uznad¢, ze to ta zmiana wptyneta na mozliwos¢ efektywnego zachodzenia
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procesu hybrydyzacji na powierzchni przetwornika. Sam proces hybrydyzacji jest niezbednym etapem
nie tylko rozpoznania molekularnego na powierzchni elektrody ale réwniez reakcji amplifikacji,
powielania DNA, ktéra to jak mozna zauwazy¢ na Rysunku 16B zachodzita wydajnie (w warunkach
zblizonych do podanych wyzej). Wynika stad, ze ten sam proces prowadzony w roztworze oraz na
powierzchni wymaga réznych warunkdw, a tym samym rdzne czynniki wptywajg na jego efektywnosé,
co w drugim z wymienionych przypadkéw moze dotyczy¢ gtéwnie (i) ograniczen sterycznych, (ii)
stabilnosci drugorzedowych struktur DNA (tzw. spinek do wtoséw), (iii) odpychania elektrostatycznego
miedzy sktadnikami warstwy receptorowe] (ujemnie natadowane grupy fosforanowe sondy DNA,
wypadkowy tadunek ujemny spolaryzowanych grup —OH zwigzku blokujgcego powierzchnie,
merkaptoheksanolu) a wykrywanym analitem (grupy fosforanowe DNA komplementarnego). Wptyw
pierwszych dwdch czynnikéw zostat juz omoéwiony i wyeliminowany w ramach prac zeprezentowanych
w [H8]. Tym razem podjgtem prébe oszacowania wptywu trzeciego z wymienionych parametréw na
odpowied? elektrochemicznego genosensora. Stopniowo zwiekszatem stezenie jondw magnezu
(zwarty rozktad i najlepsze dopasowanie do struktur DNA niz jakiekolwiek inne kationy jedno- czy
dwuwartosciowe) w roztworze w ktérym prowadzitem proces detekcji z wykorzystaniem biosensora
DNA (Rysunku 16A). Zmiana ta przyniosta zamierzony efekt i mozna byto zaobserwowac wzrost
odpowiedzi czujnika przy zwiekszonej ilosci jonéw Mg? w roztworze. W przypadku zastosowania
najwiekszego ze stezen (40 mM) dochodzito jednak do pogorszenia jako$ci odpowiedzi czujnika, jak i
zwiekszania sie odchylenia standardowego otrzymywanych wynikdéw. Nalezy przy tym pamietaé, ze
selektywnos¢ wigzania pojedynczych nici kwaséw nukleinowych wynika m.in. z réwnowagi miedzy
tworzeniem wigzan wodorowych na catej dtugosci sekwencji komplementarnych, jak i ich rozrywania
w przypadku wystepowania nukleotydow niekomplementarnych (gtéwnie w  wyniku
elektrostatycznego odpychania miedzy pojedynczymi nicmi DNA i konkurencjg w tworzeniu wigzan
wodorowych z rozpuszczalnikiem). Z tego wzgledu duze stezenie jondw ekranujacych tadunki ujemne
moze znacznie ogranicza¢ mozliwo$¢ odpychania sie pojedynczych nici, a tym samym uniemozliwiaé
selektywne prowadzenie oznaczen, a nawet catkowicie wyeliminowac jakgkolwiek selektywnosé. To z
kolei moze skutkowaé réwniez catkowitg przypadkowoscig miejsca zwigzania sie dwéch ni¢ DNA ze
sobg, a z punktu widzenia zastosowanego mechanizmu detekcji réwniez brakiem mozliwosci
rozerwania trzeciorzedowej struktury spinki nawet pomimo przytaczenia sie do niej drugiej nici
komplementarnej. W przypadku prac prowadzonych z 107 nukleotydowym fragmentem genu tox, za
optymalne uznatem stezenie jonéw w buforze hybrydyzacyjnym réwne 15 mM. Oszacowatem réwniez
wptyw ujemnego fadunku jaki znajduje sie w warstwie receptorowej takiego czujnika, pochodzacego
nie od kwasow nukleinowych a od czasteczek wykorzystywanych do blokowania niezajetych przez
sondy DNA miejsc na powierzchni elektrody. W tym celu, jako niereceptorowy sktadnik takiej warstwy
wykorzystatem dietyloditiokarbaminian (DEDTC), zwigzek o strukturze rezonansowej i energii
Fermiego zblizonej do ztota oraz o wypadkowym obojetnym fadunku po unieruchomieniu go na
powierzchni elektrody. Zwigzek ten ma witasciwosci przeciwne do merkaptoheksanolu (MCH),
alifatycznego merkaptoalkanolu o czgstkowym tadunku ujemnym wynikajgcym z obecnosci grupy
hydroksylowej w jego sktadzie, powszechnie wykorzystywany w tworzeniu warstw receptorowych
(Rysunek 17). Wykorzystanie takich zwigzkéw w tworzeniu warstw receptorowych, zwanych jako
binarnych (sktadajgcych sie z dwdch sktadnikéw), jest réwnie wazne, co samych receptoréw. Majg one
bowiem za zadanie (i) porzgdkowanie warstwy bioczutej, (ii) redukowanie niespecyficznej adsorpcji
sktadnikéw prébki na powierzchni.
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Rysunek 17. A) oraz B) Wptyw rodzaju czynnika blokujacego powierzchnie oraz czasu jego unieruchamiania na
sygnat elektrochemiczny rejestrowany dla warstwy receptorowej gotowego do uzycia biosensora
elektrochemicznego; monowarstwy binarne TOX3/MCH i TOX3/DEDTC; C) odpowiedZ czujnika z warstwa
TOX3/DEDTC na 0,2 mM 107 nukleotydowy fragment oczyszczanego HPLC genu tox w zaleznosci od stopnia
rozcienczenia buforu hybrydzacyjnego [H2].

Wptyw wypadkowego tadunku catej warstwy receptorowej, w wyniku zastgpienia MCH przez DEDTC,
na odpowiedZ czujnika zostat zaprezentowany na Rysunku 17C. W przypadku 30 minutowej
hybrydyzacji, prowadzonej w buforze hybrydyzacyjnym zawierajgcym 15 mM jondéw Mg*, odpowied?
biosensora z warstwg receptorowg w postaci TOX3/DEDTC byta na zblizonym poziomie co biosensora
z warstwg TOX3/MCH. Jednak nawet 10 krotne rozcieficzenie tego buforu (stezenie wszystkich jonow
zmalato dziesieciokrotnie, stezenie sekwencji komplementarnej pozostato na tym samym poziomie 0,2
KM) nie wptyneto znaczaco na odpowiedZ czujnika. Dopiero 100-krotne rozciericzenie zmniejszyto
efektywnos¢ hybrydyzacji na powierzchni elektrody, co mogto wskazywac juz na znaczng przewage sit
elektrostatycznego odpychania pomiedzy komplementarnymi niémi DNA nad tworzeniem wigzan
wodorowych. Wyniki te sg o tyle istotne, gdyz wskazujg nie tylko na wptyw wypadkowego tadunku
ujemnego znajdujgcego sie na powierzchni elektrody na wydajnos¢ hybrydyzacji, jak réwniez na
koniecznos$¢ kazdorazowego doboru warunkéw prowadzenia procesu rozpoznania molekularnego na
powierzchniach spolaryzowanych — zaréwno pod katem uzywanych sekwencji kwaséw nukleinowych,
ale takze receptorowych i niereceptorowych sktadnikdw warstwy bioczutej. Z kolei poprzez
odpowiedni dobdr tych warunkéw mozna w istotny sposéb wptywaé na selektywnos¢ oznaczenia, jak
réwniez na kinetyke zachodzgcych reakcji. Dodatkowo, jako, ze stezenie jonéw Mg?* wymagane do
efektywnego procesu hybrydyzacji w binarnej warstwie receptorowej o sktadzie DEDTC/TOX3 byto
nawet ponizej wymaganego stezenia tych jonéw dla reakcji PCR, taki wypetniacz wydaje sie by¢
odpowiedniejszy w czujnikach dedykowanych probkom rzeczywistym genu tox, w szczegdlnosci jezeli
bytaby planowana integracja czujnika z uktadami mikroprzeptywowymi. Ponadto, jak mozna zauwazy¢
na Rysunku 17A i B, uzyskiwany dla tego wypetniacza bezwzgledny sygnat pradowy jest znacznie
wiekszy niz dla merkaptoheksanolu. Dalsze badania nad mozliwoscig wykorzystania tego wypetniacza
w biosensorach zaprezentowano w oméwionych w dalszej czesci autoreferatu pracach [H1 i H5].

Dla kazdej z czterech zaprojektowanych sond wykreslitem krzywe ilustrujgce zmiany odpowiedzi
czujnika od stezen sekwencji komplementarnej w roztworach (dla dwéch czaséw hybrydyzacji, 5 i 30
minut) (Rysunek 18). Charakterystyczng odpowied?, przy zadowalajgco niskich odchyleniach
standardowych, uzyskano jedynie dla spinek oznaczonych jako TOX3 oraz TOX1. Natomiast najwiekszg
wydajnosé hybrydyzacji (catoSciowa zmiana sygnatu) zaobserwowano dla czujnika z sondg TOX3, co
mozna wyttumaczy¢ wiekszg wartoscig jej energii Gibsa (mniejsza ilo$¢ energii wymagana do
rozerwania drugorzedowej struktury spinki).
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Rysunek 18. Wptyw sekwencji oraz prawdopodobnych struktur przestrzennych zaprojektowanych sond DNA na
odpowiedz biosensoréw na rézne stezenia oczyszczanej HPLC sekwencji komplementarnej cDNA [H2].

Reasumujgc, uzyskiwane odpowiedzi biosensoréw byty w duzym stopniu zalezne od struktury
przestrzennej wykorzystanej sondy (szczegdty opisano w artykule [H2]) a najlepsze parametry
analityczne uzyskano dla czujnika przygotowanego na bazie sondy o nazwie TOX3 (Rysunek 19).
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Rysunek 19. Poréwnanie odpowiedzi biosensora z warstwg receptorowg w postaci TOX3/DEDTC dla dwdch
réznych czaséw hybrydyzacji A) 30 minut oraz B) 5 minut, i przy zastosowaniu dwéch réznych technik detekgji.
Badania prowadzono z wykorzystaniem jednoniciowej sekwencji oczyszczanej za pomocg HPLC [H2].

Otrzymane wartosci granic wykrywalnosci (dla hybrydyzacji trwajacej 5 i 30 minut) byty znacznie
mniejsze niz stezenia jednoniciowego produktu reakcji asymetrycznej PCR w analizowanym roztworze,
oszacowanym na poziomie 0,54 UM (Rysunek 16B). Co ciekawe, tym razem zndw, jak w przypadku prac
opisanych w [H8], poczatkowo nie udato sie uzyska¢ odpowiedzi tak przygotowanego czujnika na
asymetryczny produkt PCR. Zaniechano jednak dalszej optymalizacji struktury sondy, a postanowiono
dopasowac¢ sktad medium w ktdrym prowadzono pomiary. Bylo to powodowane obserwacjg, iz
podniesienie temperatury w ktdrej prowadzono pomiar do 40°C znacznie poprawito odpowiedz
czujnika na rzeczywisty produkt reakcji PCR, w szczegélnosci, gdy byt on rozcieficzany w stosunku 1:1
v/v buforem doprowadzajgcym stezenie jondw magnezu do 15 mM. Z kolei, w analizach prowadzonych
w temperaturze pokojowej nierozcieniczonej probki PCR, obserwowano zwiekszenie sygnatu
pragdowego co byto w sprzecznosci z zatozonym mechanizmem detekcji. Zatozono, ze moze to wynikaé
z niespecyficznych oddziatywan sktadnikow probki (gtdwnie biatek) z powierzchnig elektrody. Aby
obnizy¢ temperature, w ktorej prowadzone bedg analizy, jak rowniez ograniczy¢ aktywnos¢ biatek,
podjeto préoby uzupetnienia medium pomiarowego nie tylko o jony magnezu, ale réwniez o
drobnoczgsteczkowy, amfipatyczny rozpuszczalnik organiczny, dimetylosulfotlenk (DMSO). Zgodnie z
danymi literaturowymi jest to jeden z wielu czynnikow wptywajgcych na site oddziatywania
biatka/kwasy nukleinowe. Obecnos¢ matych stezen DMSO w mieszaninie skutkuje zwiekszong
hydratacjg czastek biologicznych (negatywne wigzanie DMSO), natomiast jego zwiekszanie prowadzi
do zmiany preferencji czgsteczek biologicznych na rzecz zwiekszonego wigzania sie i otaczania tym
rozpuszczalnikiem organicznym. To z kolei skutkuje zmianami konformacyjnymi biatek (rozwijanie), a
tym samym do ograniczania sity ich docelowego dziatania, co w przypadku biatek wykorzystywanych
w reakcji PCR wigze sie z redukcjg efektywnosci wigzania do nici kwaséw nukleinowych. Przyjmuije sie,
ze spadek aktywnosci biatek (wigzania liganddéw) jest na poziomie 10-krotnosci na kazde 10% DMSO w
roztworze. W literaturze znajdujg sie réwniez informacje, ze dodatek DMSO do roztworu w ktérym
zachodzi proces hybrydyzacji zwieksza zaréwno wydajnos¢ jak i poprawia selektywnosé tego procesu.
Réwniez w moich badaniach dodatek DMSO przyczynit sie znacznie do zwiekszenia odpowiedzi
biosensora na asymetryczny produkt reakcji PCR (Rysunek 20).
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Rysunek 20. Wptyw stezenia DMSO w buforze hybrydyzacyjnym na odpowiedz czujnika na asymetryczny produkt
reakcji PCR [H2].

Opracowany czujnik oraz dobrane parametry prowadzenia analiz zostaty wykorzystane réowniez w
analizie prébek symulujgcych wymazy z gardta od oséb chorych. Dotyczyto to analiz produktéw
asymetrycznej reakcji PCR przeprowadzonej na materiale genetycznym uzyskanym z czystych kultur
bakterii (Rysunek 21, single matrix), jak i na mieszane matryce z réznych gatunkéw bakterii (Rysunek
21, mixed matrix).
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Rysunek 21. Zestawienie zdje¢ elektroforezy zelowej klasycznej oraz asymetrycznej reakcji PCR (aPCR) (zele i
zdjecia wykonane przez naukowcéw z NIZP) jak réwniez odpowiedzi biosensora na uzyskane produkty aPCR [H2].
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Prébki byty przygotowane w Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego i zawieraty matrycowe DNA
pochodzgce od zjadliwego szczepu maczugowca btonicy i/lub od innych drobnoustrojow mogacych
wystepowaé w gérnych drogach oddechowych cztowieka. OdpowiedZ opracowanego czujnika byta
nieznacznie nizsza dla uktadow, w ktorych matryce do amplifikacji DNA stanowita mieszanina
genomowego materiatu genetycznego izolowanego z szeregu odpowiednio dobranych
drobnoustrojéw. Wynikato to najprawdopodobniej z mniejszej wydajnosci samej amplifikacji
oznaczanego produktu w przypadku bardziej skomplikowanych prébek.

W ramach pracy potwierdzitem takze mozliwos¢ zastosowania zintegrowanych przetwornikéw
tréjelektrodowych jako podtozy biosensoréw na bazie opracowanych monowarstw binarnych, oraz
wykorzystania ich w analizach rzeczywistych préobek asymetrycznej reakcji PCR. Pomijajgc dosé matg
powtarzalnos¢ wytwarzania komercyjnych czujnikdw sitodrukowanych, to po ich wstepnej analizie i
wyborze najbardziej obiecujgcych, uzyskatem odpowiedz poréwnywalng z biosensorami tworzonymi
na powierzchni ztotych elektrod dyskowych. Stwarza to realng mozliwosé wykorzystania takich
biosensoréw jako elementéw detekcyjnych w zaawansowanych mikroprzeptywowych platformach
diagnostycznych, w szczegdlnosci w potgczeniu z uktadami do amplifikacji kwaséw nukleinowych
(badania i artykuty niewchodzgce w prezentowany cykl publikacji). To, w potgczeniu z prostymi
metodami pobierania prébki biologicznej oraz izolacji kwaséw nukleinowych (badania i artykuty nie
wchodzgce w prezentowany cykl publikacji) moze stanowi¢ ciekawg propozycje w molekularnej
diagnostyce zakazen maczugowcem btonicy.

Wyniki uzyskane dla monowarstwy binarnej TOX3/DEDTC sprawity, ze podjgtem dalsze badania
nad zastosowaniem innych niereceptorowych sktfadnikéw warstwy o strukturze rezonansowej w
warstwie bioczutej genosensoréw bazujgcych na mechanizmie spinki do wtoséw. W pracy:

[H1] Szymczyk, A., Soliwodzka, K., Moskal, M., Rézanowski, K., Ziétkowski, R. DA, Further insight
into the possible influence of electrode blocking agents on the stem-loop based

electrochemical DNA sensor parameters, Sensors and Actuators, B: Chemical,
2022;354:131086.

oszacowatem wptyw rodzaju zastosowanego czynnika blokujgcego elektrode (tzw. wypetniacza) nie
tylko na parametry analityczne gotowego czujnika ale rowniez na parametry samej warstwy bioczutej.
Pomimo, ze mechanizm taki jest od lat powszechnie wykorzystywany, to przygotowana praca jako
jedna z nielicznych przekrojowo nakresla i opisuje wptyw wybranych zjawisk miedzyfazowaych na
jakos¢ warstwy receptorowej, jej wybrane parametry jak rowniez na odpowiedz gotowych czujnikow.
Pod uwage byty brane wyfacznie warstwy binarne, sktadajgce sie z sekwencji DNA przyjmujacej na
elektrodzie strukture spinki do wtoséw opisanej juz w pracy [H2] oraz jednego odpowiedniego rodzaju
wypetniacza. Zwigzki wykorzystane przeze mnie w tej roli mozna podzieli¢ na cztery grupy: (i)
pochodne tiolowe alkanoli posiadajgce czesciowy tadunek ujemny zgromadzony na tlenie grupy —OH,
6-merkapto-1-heksanol (MCH) oraz 2-merkaptoetanol (MCE), (ii) posiadajgce czesciowy tadunek
dodatni zgromadzony na azocie grupy aminowej, cysteamina (CHC) (iii) czasteczka obojetna,
posiadajgca dwie struktury rezonansowe, dietyloditiokarbaminian sodu (DEDTC), (iv) pierscienie
aromatyczne, ktére po unieruchomieniu wykazujg zréznicowane ukierunkowanie w stosunku do
ptaszczyzny elektrody, prostopadle do ptaszczyzny, fenyloetylotiol (2-PhET) oraz niemal poziomo, 1,3-
benzenoditiol (BDT) (Rysunek 22).
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Rysunek 22. Schematyczne przedstawienie budowy analizowanych warstw bioczutych [H1].

W prezentowanej pracy oszacowano m.in. wptyw $rodowiska nanoszenia opisanych wyzej grup
wypetniaczy na jako$¢ utworzonych monowarstw. Stezenie nanoszonych wypetniaczy, 2mM, oraz czas
ich nanoszenia, 24 lub 48 godzin, byty znacznie wieksze niz stezenie i czas nanoszenia sondy DNA,
odpowiednio 0,2 UM oraz 30 sekund. Wynikato to z koniecznosci ograniczenia zawad przestrzennych
podczas procesu rozpoznania molekularnego (hybrydyzacja nici komplementarnych) na powierzchni
elektrody. Taki sposéb nanoszenia warstwy umozliwia interpretacje uzyskanych wynikéw pod katem
jakosci warstw bioczutych, poprzez traktowanie ich jako dielektryka umieszczonego miedzy elektroda
a elektrolitem. Grubos¢ takiego dielektryka regulowana bytaby gtéwnie wielkoscig czasteczki
wypetniacza, wptywajgcego tym samym na ograniczenie pojemnosci elektrycznej podwdjnej warstwy
elektrycznej. To z kolei wptywa na wielko$¢ rejestrowanego pradu niefaradajowskiego (pradu
pojemnosciowego), zazwyczaj znacznie go zmniejszajgc, w poréwnaniu z elektrodg niemodyfikowana.
Jest to o tyle istotne, ze prad pojemnosciowy moze byé znacznie wiekszy niz prad faradajowski
wynikajgcy z reakcji redoks lezgcej u podstaw analizy ilosciowej. Ponadto dobrze uporzgdkowana
monowarstwa, ktérej czasteczki zajmujg wszystkie lub wiekszo$¢ elektroaktywnych miejsc na
powierzchni ztota, moze znacznie redukowac katalizowane ztotem reakcje elektrochemiczne
wystepujace przy niskich potencjatach (np. redukcja tlenu rozpuszczonego w roztworze badanym).
Tym samym, dobrze dobrany sktad binarnej warstwy receptorowej, nanoszonej w odpowiedni sposdb,
moze umozliwi¢ utworzenie dtugotrwatych i stabilnych warstw bioczutych (tym samym gotowych do
uzytku biosensoréw elektrochemicznych), charakteryzujgcych sie wydajng kinetyka przeniesienia
tadunku oraz odpowiednio duzym stosunkiem sygnatu do szumu. Jak zauwazytem, najwiekszy spadek
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pradu pojemnosciowego w stosunku do ztotej elektrody niemodyfikowanej uzyskano dla MCH, DEDTC,
2PhET oraz BDT. Z kolei dla wypetniaczy CHC oraz MCE spadek ten byt jedynie czterokrotny. Dodatkowo
w przypadku MCE wielko$¢ pragdu pojemnosciowego catkowicie uniemozliwiata uzyskanie odpowiedzi
prgdowej, za$ dla CHC brak odpowiedzi pradowej wystepowata jedynie przy najmniejszych
czestotliwosciach skanowania SWV (ang. square wave voltammetry). Z kolei najwiekszy stosunek
sygnatu do szumu uzyskano stosujgc wypetniacze posiadajgce w swojej budowie struktury
rezonansowe. W przypadku klasycznego wypetniacza, MCH, wykrywalnos$¢ ulegta znacznej poprawie,
gdy byt on nanoszony bezposrednio z wody, zamiast z etanolu. Brak wystepowania sygnatu prgdowego
w przypadku MCE moze zostaé¢ wyttumaczony wypieraniem znakowanych sond DNA z powierzchni
elektrody przez wypetniacz, jednak zatozenie to zostato wykluczone, szczegdlnie gdy dla CHC pojawit
sie sygnat przy wyzszych czestotliwosciach skanowania SWV (Rysunek 23A).
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Rysunek 23. A) wptyw czestotliwosci prowadzenia pomiaru woltamperometrii fali prostokatnej (SWV) na
natezenie pradu rejestrowane dla warstw receptorowych; B) zalezno$¢ odpowiedzi biosensora przygotowanego
z odpowiednim niereceptorowym sktadnikiem warstwy bioczutej od stezenia DNA komplementarnego w prébce
(cDNA), badania wykonane technika SWV dla czestotliwosci 100 Hz; C) zwezenie prezentowanego zakresu stezen
cDNA [H1].

Wskazuje to gtdwnie na bardzo stabg organizacje i bardzo niskg jakos¢ monowarstw binarnych, w
ktorych role wypetniacza petni merkaptoetanol. Obecne sg w nich obszary, przez ktére do powierzchni
elektrod swobodnie mogg docierad sktadniki prébki, co w wyniku reakcji elektrodowej moze prowadzié
do dalszej degradacji warstwy bioczutej (np. redukcja tlenu do nadtlenku wodoru). Niezmiernie wazne
w przypadku warstw receptorowych gdzie mechanizm detekcji bazuje na zmianach konformacyjnych
zachodzgcych na powierzchni elektrody, jest osiggniecie przez warstwe bioczutg stanu rownowagi,
ktdrej zaburzenie bedzie wynikato tylko z prowadzonych pomiaréw ilosciowych. Pomijajgc MCE (brak
jakiegokolwiek sygnatu), proces stabilizacji kazdej warstwy, z wyjgtkiem tych zawierajgcych
wypetniacze w postaci piersScieni aromatycznych, charakteryzowat sie gtadka linig zmiany sygnatu (piki
rejestrowane technikg SWV, technika pdzniej wykorzystywana réwniez w analizie ilosciowej) o
tagodnym spadku, az do osiggniecia stabilizacji sygnatu pragdowego na statym poziomie. W przypadku
BDT oraz 2PhET przebieg zmian sygnatu SWV podczas stabilizacji byt zdecydowanie bardziej burzliwy,
a uznane za koncowe natezenie pragdu oscylowato wokét pewnej wartosci. Najprawdopodobniej stan
taki wynikat z obecnosci znacznej liczby pierscieni aromatycznych na powierzchni elektrody i obecnosci
obecnymi DNA oraz
unieruchomionych czasteczek wypetniacza. Fakt zachodzenia tego zjawiska potwierdzitem za pomoca

oddziatywan TE=TU miedzy pierScieniami aromatycznymi w sondzie
techniki mikrowagi kwarcowej, gdzie elastyczno$¢ warstwy receptorowej, wyrazonej w postaci
dyssypacji energii, byta znacznie mniejsza dla wypetniaczy pozbawionych ujemnego fadunku
wypadkowego, niz dla MCH (ukierunkowanie jednoniciowych struktur kwaséw nukleinowych
prostopadle do powierzchni elektrody). Z kolei po procesie hybrydyzacji elastycznos¢ (wartosé
dyssypacji energii) warstwy z MCH malata (dsDNA posiada wiekszg sztywnos¢ niz ssDNA), gdy dla
pozostatych (najprawdopodobniej

rosta prostopadte ukierunkowanie kwaséw nukleinowych

35



dr inz. Robert Ziétkowski — wniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
Zatgcznik nr 3: autoreferat

wzgledem powierzchni elektrody, zrywanie wigzan Te-T1). Dodatkowo podczas badania zmian kinetyki
transferu elektrondw po kazdej z modyfikacji elektrody (Rysunek 24) jedynie dla warstwy binarnej z
BDT szybkos¢ wymiany elektrondw zwiekszyta sie, podczas gdy dla kazdego innego wypetniacza malata.
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Rysunek 24. Szybkosc transferu elektrondw obliczona dla czystej ztotej elektrody dyskowej, po modyfikacji sonda
DNA, po utworzeniu odpowiedniej monowarstwy bionarnej, oraz po procesie hybrydyzacji ze 107
nukleotydowym fragmentem DNA oczyszczanym HPLC [H1].

Najprawdopodobniej zwigzane jest to ze wspomniang zmiang ustawienia kwaséw nukleinowych z
horyzontalnej dla jednoniciowego DNA na co najmniej zblizong do pionowej dla dsDNA. Dodatkowo,
jako ze dwuniciowe DNA jest w stanie przewodzi¢ elektrony, struktury takie stanowity miejsca
wprowadzania ich do przewodnika metalicznego jakim jest ztota elektroda dyskowa. Tym bardziej, ze
jak mozna byta zauwazy¢ opdr elektryczny elektrody modyfikowanej BDT byt najwiekszy ze wszystkich
analizowanych wypetniaczy co mogto wynikac¢ z horyzontalnego utozenia pierscieni aromatycznych, o
pewnej analogi do warstwy grafenu. Miejscem wprowadzania elektronéw w struktury grafenowe, jak
juz wczeséniej wspomniano, sg bowiem ich krawedzie i wszelkie defekty wystepujace na powierzchni
(zaleznos$¢ zmian wartosci pradu przy wiekszych czestotliwosciach skanowania technikg SWV, Rysunek
23A, podobna jak dla wypetniaczy bez struktur rezonansowych). Powyzsze obserwacje mogg réwniez
ttumaczyé czemu podczas badan w ramach projektu luventus Plus nie udato mi sie uzyskac
jakiejkolwiek zaleznosci sygnatu pradowego czujnikdw DNA wykorzystujgcych mechanizm spinki do
wtosdw z warstwg przejsciowg w postaci redukowanego tlenku grafenu. Oczywiscie wyklucza to
mozliwosé stosowanie BDT jako wypetniacza w analizowanym mechanizmie detekcji, tym bardziej, ze
jak mozna zaobserwowacé na Rysunku 23B,C, nie udato sie réwniez uzyskac¢ zadowalajgce] zaleznosci
miedzy odpowiedzig biosensora a stezeniem sekwencji komplementarnej w prébce. Z drugiej jednak
strony, zastosowanie tego wypetniacza w warstwie receptorowej pozwolito na uzyskanie intersujacych
informacji na temat zachowania unieruchomionych kwaséw nukleinowych na powierzchni o strukturze
zblizonej do ptaskiej struktury grafenu. Jak wspomniano, w przypadku cysteaminy, CHC,
zaobserwowano ciekawg zalezno$é rejestrowanego natezenia pradu od czestotliwosci przy ktérej
prowadzony byt pomiar SWV. O ile dla 15 Hz nie uzyskiwano zadnych pikow, o tyle wraz ze
zwiekszaniem czestotliwosci obserwowano réwniez zwiekszanie natezenia prgdu pochodzacego od
reakcji redoks btekitu metylenowego znajdujgcego sie w warstwie bioczutej (Rysunek 23A). Tendencje
te obserwowano jedynie w pewnym zakresie czestotliwosci, powyzej ktdrego natezenie pragdu zaczeto
sie zmniejszaé. Poczatkowy brak sygnatu mozemy ttumaczy¢ zbyt duzym pradem pojemnosciowym
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monowarstwy binarnej przygotowanej z tym wypetniaczem, podobnie jak miato to miejsce w
przypadku MCE. Z kolei mozemy réwniez przypuszczaé, ze wolna para elektronéw, znajdujgca sie na
atomie azotu, moze katalizowaé reakcje elektrochemiczne z udziatem znacznikéw redoks co
skutkowato poczgtkowym zwiekszaniem sygnatu pragdowego. Jednak szybkos¢ tego procesu jest
najprawdopodobniej ograniczona co przy wyzszych czestotliwosciach zmian potencjatu prowadzito do
spadku wartosci natezenia rejestrowanego pradu. Tutaj, podobnie jak dla pomiaréw realizowanych z
wypetniaczem BDT, nie udato sie uzyskac satysfakcjonujgcej zaleznosci miedzy odpowiedzig gotowego
biosensora a stezeniem sekwencji cDNA w prébce (Rysunek 23B,C). Nie mniej, jak mozna
zaobserwowaé na tym samym rysunku, zastosowanie w roli wypetniacza zwigzkéw posiadajacych
strukture rezonansowg tj. DEDTC i 2PhET, pozwolito nie tylko na znaczne zwiekszenie rejestrowanego
pradu, ale réwniez na znaczne zmniejszenie wartosci granicy wykrywalnosci w poréwnaniu do
biosensora bazujgcego na klasycznym, alifatycznym wypetniaczu merkaptoheksanolu, MCH. Co jednak
rownie istotne to fakt, ze powierzchnia ztota modyfikowana DEDTC wykazywata duzg (najwiekszg z
analizowanych wypetniaczy) niewrazliwo$¢ na niespecyficzng adsorpcje biatek (nieodzowny element
kazdej prébki rzeczywistej zwigzanej z analizami kwaséw nukleinowych) (Rysunek 25).
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Rysunek 25. Analiza niespecyficznej adsorpcji biatek na powierzchni ztota modyfikowanej odpowiedniego
rodzaju wypetniaczem A) elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna, B) mikrowaga kwarcowa wyposazona
w modut dyssypacji energii (pomiar oznaczony linig czerwong) [H1].

Z kolei na powierzchni modyfikowanej 2PhET pod wptywem oddziatywania z biatkami dochodzito do
najwiekszych zmian zaréwno w czestotliwosci drgan przetwornika kwarcowego, zmian jego dyssypacji
oraz najwiekszego wzrostu oporu elektrody (elektrochemiczna spektroskopia impedancyjna). Fakt ten
znacznie ogranicza mozliwos¢ wykorzystania takiego wypetniacza jako niereceptorowego sktadnika
warstwy bioczutej. Jednak na podstawie powyzszych danych mozna uznaé, ze parametry powierzchni
ztota modyfikowanej DEDTC mogg stanowié¢ ciekawa alternatywe dla obecnie najpowszechnigj
wykorzystywanego sSrodka blokujgcego powierzchnie elektrod, MCH. Dotyczy to zardéwno
obserwowanych natezen pradu, parametréw analitycznych gotowego czujnika, zredukowanej
niespecyficznej adsorpcji biatek, czy tez jakosci samej monowarstwy. Wypetniacz ten,
najprawdopodobniej z uwagi na swojg budowe przestrzenng wymaga jednak znacznie dtuznego czasu
immobilizacji niz MCH. Ponadto, jak zostato to zaprezentowane w artykule [H2], brak czastkowego
tadunku ujemnego czasteczki DEDTC, w przeciwienstwie do MCH, moze skutkowaé lepszym
dopasowaniem srodowiska prowadzenia hybrydyzacji kwasow nukleinowych na powierzchni elektrody
do warunkéw panujgcych podczas reakcji ich amplifikacji.

37



dr inz. Robert Ziétkowski — wniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
Zatgcznik nr 3: autoreferat

Ostatnig pracg w prezentowanym cyklu dotyczacg biosensorow na bazie kwaséw nukleinowych jest
praca przeglgdowa:

[H3] Ziotkowski, R. B4, Jarczewska, M., Gérski, t., Malinowska, E. From small molecules toward

whole cells detection: Application of electrochemical aptasensors in modern medical
diagnostics, Sensors (Switzerland), 2021, 21 (3), 1-49.

w ktdrej opisatem biezgce przyktady wykorzystania takich czujnikdw w wykrywaniu analitéw innych niz
sekwencje komplementarne oraz trendy w rozwoju konstrukcji i mechanizmoéow detekcji takich
czujnikdw. Zawartem w niej przyktady wykorzystania nanomateriatdw umozliwiajagcych dalszg
miniaturyzacje czujnikdw, a tym samym obnizenia granicy detekcji i stabilizacji sygnatu jak réwniez
wykorzystania gotowych czujnikéw jako elementéw detekcyjnych w bardziej zaawansowanych
uktadach mikroprzeptywowych.

Jak juz wyzej wspomniano, petna diagnostyka zakazen nieodzownie zwigzana jest nie tylko z
wykryciem gatunku drobnoustroju za nie odpowiedzialnego, np. poprzez rozpoznanie specyficznego
fragmentu kwasu nukleinowego, ale rowniez z potwierdzeniem ewentualnej zjadliwosci danego
szczepu. Wykrycie genu kodujgcego toksyne biorgcg udziat w procesie zjadliwosci, daje informacje
wylfacznie o potencjalnej mozliwosci ostrego przebiegu zakazenia. Potwierdzeniem patogennosci
danego szczepu bedzie potwierdzenie produkowania przez niego odpowiedniego biatka. W swoich
badaniach podjgtem prébe opracowania czujnika umozliwiajgcego réwniez przeprowadzenie takiego
badania, w kontekscie zakazenia zjadliwym szczepem maczugowca btonicy. Badania dotyczyty
czujnikéw dedykowanych wykrywaniu biatka, toksoidu btoniczego, nieaktywnej formy toksyny
btoniczej. Jak sie okazato, zastosowanie odpowiednich nanomateriatéw czy tez niereceptorowych
sktadnikéw warstwy bioczutej tym razem rdéwniez przyczynito sie do poprawy parametréw
analitycznych biosensorow. Z kolei jako receptory w tych uktadach wykorzystatem przeciwciata, ktore
nadal stanowig metode z wyboru w tego typu rozwigzaniach. Powyzsze zagadnienia zostaty opisane w
pracach:

[H5] Ziétkowski, R. B4, Kaczmarek, A., Koénik, 1., Malinowska, E., Reduced nonspecific protein

adsorption by application of diethyldithiocarbamate in receptor layer of diphtheria toxoid
electrochemical immunosensor, Bioelectrochemistry, 2020, 132, art no. 107415.

[H7] Ziétkowski, R. B4, Jarczewska, M., Drozd, M., Zasada, A.A., Malinowska, E., Studies on the
development of electrochemical immunosensor for detection of diphtheria toxoid, Journal of the
Electrochemical Society, 2019, 166 (6), B472-B481.

Chronologicznie pierwsza [H7], zwigzana byfa z badaniem wptywu, na uzyskiwany sygnat analityczny,
m.in. wykorzystanego mechanizmu detekcji (Rysunek 26, ii), rodzaju techniki pomiaru (SWV, EIS),
rodzaju przeciwciat jako elementdw receptorowych (monoklonalne i poliklonalne), jak réwniez
sposobu ich unieruchamiania w warstwie bioczutej (Rysunek 26, i), wigcznie z zastosowaniem warstwy
przejSciowej w postaci nanosfer ztota. Przeciwciata, jako czastki biologiczne, zostaty ewolucyjnie
ukierunkowane na specyficzne wigzanie sie z antygenem, przy czym wigzanie to nastepuje w
konkretnym miejscu czgsteczki przeciwciata. Dlatego sposdb ich unieruchomienie na powierzchni
elektrody moze mie¢ kluczowe znaczenie dla uzyskania wysokiej selektywnosci reakcji z antygenem czy
matych wartosci granic wykrywalnos$ci opracowanego czujnika.
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Rysunek 26. Schematycznie przedstawione analizowane i) sposoby unieruchamiania przeciwciat w
immunosensorze elektrochemicznym; ii) mechanizmy detekcji, tzw. bezposredni oraz kanapkowy [H7].

Istotne jest takze zachowanie wtasciwosci biologicznych biatka po jego immobilizacji (zwigzanych z ich
trzeciorzedowg strukturg). Unieruchamianie przeciwciat moze prowadzi¢ bowiem do rozrywania np.
wigzan wodorowych czy mostkéw siarczkowych, stabilizujgcych te struktury, a tym samym prowadzic¢
do utraty swoistosci przeciwciata. Zauwazono réwniez, ze w celu wydajnego wigzania antygenu nie jest
konieczne pionowe ukierunkowanie przeciwciata na powierzchni elektrody. Z punktu widzenia
czujnikdw, najodpowiedniejsze wydaje sie by¢ kowalencyjne unieruchomienie przeciwciat z
wykorzystaniem dostepnych grup funkcyjnych. Powinno to zagwarantowac najwyzszg stabilnos¢ i
powtarzalno$¢ otrzymanych wynikow pomiaréw. Zastosowanie, w prezentowanych badaniach,
sprzeganie z wykorzystaniem grup —COOH oraz —CHO byto odpowiedzialne za najprawdopodobniej
skosne ustawienie przeciwciat na powierzchni elektrod (spowodowane poprzez wigzania kowalencyjne
z koncowymi grupami aminowymi tancuchéw peptydowych). Z kolei tgcznik —NH,, jako ze tworzyt
wigzanie z terminalng grupa karboksylowg, prowadzit do pionowego ukierunkowania przeciwciat na
powierzchni elektrody. W ramach badan oszacowatem rdéwniez odpowiedZ immunosensora gdy
przeciwciata byty unieruchamiane w wyniku adsorpcji. Jako, ze wptyw na wypadkowg site wigzania
antygenu przez przygotowang warstwe bioczutg moze miec rodzaj zastosowanego przeciwciata, w
kazdym z powyzszych uktadédw testowane byly zaréwno przeciwciata poli- jak i monoklonalne.
Odpowiedz? prgdowa immunosensora zwigzana byta z reakcjg redoks znacznika obecnego w roztworze.
Sposréd powyzszych metod tworzenia warstwy bioczutej najciekawszymi parametrami pod katem
otrzymywanych wielkosci natezenia pradu, odpowiedzi czujnika czy powtarzalnosci wynikéw
pomiaréw uzyskano dla tagcznika —NH> (cysteamina/glutaraldehyd) w potgczeniu z uzyciem przeciwciat
monoklonalnych. Jednak z uwagi na nadal obserwowane dos$¢ wysokie odchylenie standardowe
uzyskiwanych odpowiedzi biosensora, postanowiono wprowadzié¢ w strukture warstwy receptorowej
elementy blokujgce powierzchnie. Pod uwage wzieto biatka (BSA, kazeina, IgG) oraz polietylenoglikol
(PEG). Sposréd analizowanych jedynie albumina bydleca nie prowadzita do znacznej redukcji
rejestrowanego sygnatu prgdowego pochodzacego od reakcji redoks znacznika. Zastosowanie jej
pozwolito réwniez nieznacznie poprawi¢ powtarzalnos$¢ uzyskiwanych wynikéw pomiaréw. Dla tak
skonstruowanego czujnika wyznaczono zaleznos¢ miedzy jego odpowiedzig a stezeniem toksoidu
bfoniczego w prébce, zaréwno z wykorzystaniem techniki elektrochemicznej impedancji
spektroskopowej jak i woltamperometrii fali prostokatnej (Rysunek 27 Ai B). Stezenie toksoidu zostato
wyrazone w jednostce 1Lf/ml (ang. Limit of Flocculation) okreslajgcej zawartos¢ antygenu wigzacego
sie w stosunku 1:1 z jedng jednostkg antytoksyny. W przypadku toksoidu btoniczego jednostka ta
odpowiada jego stezeniu wynoszgcemu okoto 5 pglhl™.
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Rysunek 27. Wykresy zaleznosci odpowiedzi elektrochemicznego immunosensora od stezenia toksoidu
btoniczego w prébce uzyskane z wykorzystaniem techniki A) elektrochemicznej impedancji spektroskopowej oraz
B) woltamperometrii fali prostokatnej [H7].

Uzyskane granice wykrywalnosci wynosity w przypadku SWV 1007* Lflthl?, oraz 11073 LflhI? dla
spektorskopii impedancyjnej. Co ciekawe, mniejsze wartosSci tego parametru oczekiwano w przypadku
prowadzenia analiz z wykorzystaniem spektroskopii impedancyjnej. Mozliwe jednak, ze ze wzgledu na
wysoki stopien ztozonosci nie tylko samych biatek ale réwniez warstwy receptorowej z ich udziatem,
jak rowniez mozliwosci jej reorganizacji podczas pomiaru, uzyskano zaleznos¢ odwrotng (pomiar EIS
trwa kilka minut w poréwnaniu do kilku sekund dla SWV). Potwierdzeniem mozliwosci reorganizacji
jest uzyskana selektywnosé wzgledem obu technik detekc;ji (taki sam czujnik, takie same analizy, rézne
techniki pomiarowe) (Rysunek 28).

064 0.35 -
0.30
04
0.25
9 s 0.20
gi = 0154
e =
'g 0.0 - 0.104
[
0.05 |
92 0.00
; 0.05 4 - ; ;
04 Thrombin Phe-Ala Lysozyme  IgG Diphteria toxoid Thrombin  Phe-Ala Lysozyme Ig@  Diphteria toxoid

Rysunek 28. Selektywnos¢ opracowanego elektrochemicznego immunosensora w zaleznosci od wykorzystanej
techniki detekcji A) elektrochemiczna impedancji spektroskopowa oraz B) woltamperometria fali prostokatnej.
Stezenie biatek przeszkadzajacych wynosito 2 pglhl™? a toksoidu btoniczego 0,1 LfithI™ [H7].

Wedtug doniesien literaturowych, poprawa selektywnosci czujnikéw wykorzystujgcych biatka jako
elementy receptorowe warstw bioczutych mozliwa jest poprzez zastosowanie m.in. ztota koloidalnego
jako warstwy posredniej. Wynika to m.in. ze zmiany planarnej struktury powierzchni dyskowe;j
elektrody pracujacej na powierzchnie heterogeniczng. Powierzchnia taka jest odpowiedzialna m.in. za
zwiekszenie wydajnosci odprowadzania elektrondw z warstwy bioczutej do elektrody, a tym samym
stwarzajgc bardziej sprzyjajgce srodowisko dla przeciwciat i utrzymujac ich aktywnos¢ biologiczng
(mniejsze ryzyko denaturacji). W opisywanej pracy do wytworzenia warstwy przejSciowe]
wykorzystatem dwa rodzaje ztota koloidalnego, nanoczastki ztota (45,8 + 0.7 nm) oraz nanosfery zfota
(15,4 = 0.6 nm) (Rysunek 29). Pierwsze z wymienionych charakteryzowaty sie jednorodng i petng
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strukturg sferyczng, drugie stanowity swojego rodzaju sfere o nieciggtej strukturze przypominajaca
gabke, zawierajaca liczne pory, co powodowato zwiekszenie ich powierzchni elektrochemicznej.
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Rysunek 29. A) Schemat struktury nanoczastek (AuNPs), nanosfer (HGNs) ztota oraz sposobu ich unieruchamiania
na powierzchni elektrody; B) zaleznos¢ odpowiedzi immunosensora (przygotowanego z wykorzystaniem HGNs)
od rdznych stezen toksoidu btoniczego [H7].

Po przygotowaniu czujnika do analizy toksoidu btoniczego, nie zaobserwowatem wyraznych zmian w
parametrach analitycznych dla pierwszego z wymienionych nanomateriatéw. W przypadku czujnika z
HGNs, jedynie nieznacznie wzrosta odpowiedz czujnika na toksoid btoniczy, przy podobnej odpowiedzi
dla pozostatych biatek przeszkadzajgcych. Co jednak istotne, poprawie ulegta powtarzalnosc¢
prowadzonych pomiaréw (Rysunek 29, B), w poréwnaniu z czujnikiem bez warstwy przejsciowej
(Rysunek 27, B). Opracowany czujnik umozliwit réwniez rozréznienie wystepowania toksoidu
btoniczego w prébce sliny ludzkiej do ktérej zostat dodany, od sliny niezawierajacej takiego biatka.

W drugiej pracy [H5] dotykajgcej tego samego tematu, podjatem z kolei dalsze préby zwiekszenia
selektywnosci prowadzonych analiz. Zwrdcitem w niej szczegdlng uwage na redukcje niespecyficznej
adsorpcji biatek na powierzchni, przy jednoczesnie maksymalnym zachowaniu specyficznosci
przeciwciat wykorzystanych w warstwie receptorowej. Usprawnienie pierwszej z wymienionych
kwestii mozliwe jest poprzez wprowadzanie czynnikéw blokujgcych elektrode (wypetniaczy) w postaci
biatek (jak w przypadku wyzej opisanej pracy), jak rowniez poprzez zastosowanie monowarstw
samoorganizujgcych. Monowarstwy takie powinny charakteryzowac sie: (i) hydrofilowoscig, (ii)
powinny zawieraé czasteczki w roli akceptorow wigzan wodorowych, (iii) nie powinny zawieraé
czasteczek jako donoréw wigzan wodorowych, (iv) ich wypadkowy tadunek powierzchniowy powinien
by¢ obojetny. Powyzsze kryteria spetniajg np. PEG (glikol polietylenowy), maltoza czy tez zwigzki
zawierajgce trzeciorzedowe grupy aminowe. W omawianym rozwigzaniu wykorzystatem w tej roli
opisywany powyzej ditiokarbaminian sodowy (DEDTC). Dzieki zastosowaniu tego czynnika do pokrycia
wolnej, nie zajetej ligandami, powierzchni ztota, mozliwe byto zachowanie duzej przewodnosci
elektrody. Byto to o tyle istotne, ze tym razem do unieruchamiania przeciwciat (w pracy wykorzystano
biotynylowe przeciwciata poliklonalne) wykorzystano niekowalencyjne i naturalne oddziatywania jakie
wystepuja w przyrodzie, miedzy biotyng i streptawidyng. Najprawdopodobniej umozliwito to
zachowanie specyficznosci przeciwciat unieruchomionych na powierzchni elektrody. Podejscie takie
wyeliminowato bowiem koniecznos¢ wykorzystania chemicznych czynnikéw sprzegajgcych, ktore
podczas reakcji wystawiajg przeciwciata na niekorzystne dla nich warunki, co moze prowadzié¢ do ich
stopniowej denaturacji. Jednak by umozliwi¢ unieruchomienie przeciwciat w opisany sposéb
niezbedne byto wprowadzanie na powierzchnie elektrody biotyny, co wigzato sie praktycznie z
catkowity blokada przewodnictwa takiej elektrody. Zastosowanie monowarstwy binarnej z udziatem
DEDTC rozwigzato ten problem. Natomiast dopracowanie warunkdw jej nanoszenia umozliwito nie
tylko zachowanie duzej przewodnosci elektrody (Rysunek 30B, Rysunek 31B), ale rowniez pozwolito na
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jak sie okazato, znaczng redukcje stopnia niespecyficznej adsorpcji biatek (Rysunek 30C, Rysunek 31C)
jednoczesnie z zachowaniem wysokiej selektywnosci opracowanego rozwigzania (Rysunek 31C).
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Rysunek 30. A) Schemat przygotowania monowarstwy binarnej oraz wprowadzenia streptawidyny jako punktu
zaczepienia poliklonalnych przeciwciat biotynylowanych dedykowanych wykrywaniu toksoidu btoniczego; B)
opor (1) czystej elektrody niemodyfikowanej, po modyfikacji jej monowarstwg sktadajgcy sie wytacznie z (2)
DEDTC lub wytgcznie z (3) tiolu biotynylowanego oraz modyfikowanej monowarstwami binarnymi w proporcjach
tych skfadnikow (4) 1:1; (5) 1:2; (6) 1:5; C) analiza mikrowagg kwarcowa niespecyficznego osadzania
streptawidyny na powierzchni (1) ztotego przetwornika, dodatkowo modyfikowanego (2) tiolem biotynylowany,
(3) merkaptoheksanolem; (4) kwasem 11-merkaptoundekanowym; (5) cysteaming; (6) 1-oktanotiolem; (7)
DEDTC [H5].

Najprawdopodobniej wynikato to z faktu, Zze dietyloditiokarbaminian byt czynnikiem idealnie
wpisujgcym sie w wymagania monowarstwy redukujgcej niespecyficzng adsorpcje biatek. Dodatkowo
jego budowa, struktury rezonansowe, znacznie poprawity przodownictwo elektrody, przez co mozliwe
byto wykorzystanie oddziatywan biotyna/streptawidyna do unieruchamiania przeciwciat przy
zachowaniu przewodnictwa warstwy receptorowej. Wykorzystanie takiego oddziatywania w
immobilizacji przeciwciat moze wptywaé na znaczne ograniczenie procesu ich denaturacji na
powierzchni elektrody, czy w trakcie ich unieruchamiania, jak mogto to mie¢ miejsce w przypadku

wykorzystania czynnikdéw sprzegajgcych w badaniach zaprezentowanych w artykule [H7].
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Rysunek 31. A) Schemat przygotowania czujnika oraz przeprowadzenia kolejnych etapéw rozpoznania toksoidu
btoniczego w prébce; B) analiza spektroskopig impedancyjng kolejnych modyfikacji powierzchni elektrody, kolory
wykresdéw: ciemnozétty (ztota elektroda dyskowa); zielony (mieszanina tioli); niebieski (streptawidyna); czerwony
(przeciwciato pierwszorzedowe); czarny (toksoid btoniczy); bragzowy (przeciwciato drugorzedowe); C) analiza
mikrowagg kwarcowg oddziatywan zaprezentowanych na schemacie A) [H5].

Dla opracowanego immunosensora oszacowano funkcje zaleznosci odpowiedzi czujnika od stezenia
toksoidu bfoniczego w prébce. Wykorzystano w tym celu dwa mechanizmy detekcji (Rysunek 32A).
Pierwszy z nich byt taki sam jak w przypadku zaleznosci ilosciowych zaprezentowanych w artykule [H7].
Drugi wykorzystywat przeciwciato drugorzedowe sprzezone z peroksydazg chrzanowg a rejestrowane
natezenie pragdu pochodzito od elektrochemicznej redukcji enzymatycznie utlenionego substratu dla
enzymu (tetrametylobenzydyny). Przy czym jako technike detekcji dla drugiego mechanizmu
wykorzystano amperometrie. Tak skonstruowana warstwa receptorowa znacznie poprawita
powtarzalnosé otrzymywanych oznaczen, jak rowniez selektywnosé czujnika w stosunku do podejscia
zaprezentowanego w artykule [H7].
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Rysunek 32. Schematycznie zaprezentowane analizowane mechanizmy detekcji (A) oraz zalezno$¢ odpowiedzi
czujnika od stezenie toksoidu btoniczego w prébce i uzyskana selektywnosé dla pierwszego (B) i drugiego (C)
mechanizmu detekecji [H5].

Przygotowano nastepnie prébki imitujgce probki rzeczywiste. Byta to rozciericzona $lina wzbogacana
toksoidem btoniczym w réznych stezeniach. Wyniki oznaczen zawartosci toksoidu w tych prébkach
byty zgodne wynikami jakie uzyskano dla prébek w oparciu o ktére przygotowano zaprezentowany na
Rysunku 32 krzywe kalibracji.

Powyzsze dwa artykuty zamykajg czes¢ badan poswiecong opracowaniu elektrochemicznej
diagnostyki zakazenia wybranym drobnoustrojem. Dotyczy to, z jednej strony, opracowania samych
czujnikdw umozliwiajagcych w prosty sposdb wykrycie dtugoniciowych fragmentéow kwaséw
nukleinowych bezposrednio w produkcie reakcji PCR, czy selektywnego wykrywania biatka, ale rowniez
badan nad poprawg parametréw analitycznych gotowych rozwigzan konstrukcyjnych. Udowodniono
ponadto, ze zastosowanie nanomateriatdw czy innych, nie stosowanych dotychczas zwigzkéw w
charakterze czynnikdw blokujgcych wolng powierzchnie elektrody, potrafi znacznie wptyngé, a
odpowiednio zastosowane, znacznie poprawi¢ odpowiedz opracowanych czujnikéw. Jest to o tyle
istotne, ze obserwowana i nieuchronna miniaturyzacja czujnikéw elektrochemicznych sprawia, ze
coraz wieksze znaczenie w procesie detekcji nabierajg zjawiska miedzyfazowe wystepujace w warstwie
bioczutej. Opisane powyzej badania nad diagnostykg zakazen maczugowcem btonicy uzupetniajg
rowniez dwa inne artykuty, niewchodzace do zaprezentowanego i omawianego cyklu rozprawy
habilitacyjnej:
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[PHI] Zasada, A., Zacharczuk, K., Woznica, K., Gtdwka, M., Zidtkowski, R., Malinowska, E., The
influence of a swab type on the results of point-of-care tests, AMB Express, 2020, 10, 46.

[PJ3] Marchlewicz, K., et. al, Miniaturized device for performing PCR, integrated with an
electrochemical DNA biosensor for detection of corynebacterium diphtheriae, MicroTAS 2020
- 24th International Conference on Miniaturized Systems for Chemistry and Life Sciences,
2020, 1183-1184.

w ktérych podjeto sie badan nad opracowaniem przenosnego uktadu mikroprzeptywowego
umozliwiajgcego szybkie powielenie wybranego fragmentu genu maczugowca bfonicy, jak réwniez
badan nad wptywem materiatu wymazéwki na wyniki uzyskiwane z zastosowaniem urzadzen
diagnostycznych.

Kolejng podjetg w ramach cyklu habilitacyjnego tematyka (cho¢ chronologicznie pierwszg po
obronie rozprawy doktorskiej), byta préba zastosowania grafenu jako warstwy przejsciowej w
biosensorach DNA. Jak juz wyzej wspomniano miata ona dotyczy¢ badan nad zmniejszeniem wartosci
granicy wykrywalnosci czujnikdw DNA z wykorzystaniem tego nanomateriatu. Badania te nie przyniosty
jednak zamierzonego rezultatu. Najwazniejszym efektem badan okazato sie by¢ opracowanie warstwy
receptorowej z warstwg przejSciowg w postaci redukowanego tlenku grafenu oraz nanoczgstek ztota,
ktéra znacznie poprawita parametry analityczne sensora dopaminy w stosunku do tego
przygotowanego z wykorzystaniem aptameréw DNA, unieruchamianych bezposrednio na powierzchni
ztota [H10]. Przegladajac literature naukowg w tamtym czasie mozna byto sie jednak natkng¢ réwniez
na inne, nowatorskie zastosowanie modyfikowanych nanomateriatéw weglowych. Byto to m.in.
oczyszczanie wody gdzie modyfikowane nanomateriaty weglowe byty wykorzystane jako selektywne

sorbenty niklu, jodu!®

, otowiu czy rteci. W kazdym z tych przypadkdw w strukture grafenu zostaty
wprowadzone odpowiednie zmiany, tak aby oddziatywat on z jonami wybranych zanieczyszczen. Z
uwagi na potwierdzone powinowactwo modyfikowanych struktur grafenu do wybranych jonéw czy
zwigzkdow chemicznych, znalazty one réwniez zastosowanie w chemii analitycznej jako elementy
receptorowe. Sfunkcjonalizowany grafen oraz kompozyty grafenowe byty wykorzystane do
przygotowania elektrod umozliwiajgcych wykrywanie nadtlenku wodoru, kwasu askorbinowego czy
glukozy. Ze wzgledu na doswiadczenie w opracowywaniu czujnikow selektywnych wzgledem jondéw
metali (UO,?*, Hg?*), w kolejnych badaniach postanowitem wykorzystaé¢ howy nanomateriat w takiej
wtasnie roli (materiat tani i tatwo dostepny w duzych ilosciach jako alternatywa dla kwaséw

nukleinowych). Wyniki tych badan zaprezentowatem w pracach:

[H6] Ziotkowski, R. B4, Uscinska, A., Mazurkiewicz-Pawlicka, M., Matolepszy, A., Malinowska, E.,
Directly-thiolated graphene based electrochemical sensor for Hg(ll) ion, Electrochimica Acta,
2019, 305, 329-337.

[H9] Ziotkowski, R. B4, Gorski, t., Malinowska, E., Carboxylated graphene as a sensing material

for electrochemical uranyl ion detection, Sensors and Actuators, B: Chemical, 2017, 238, 540-
547.

Praca [H9] motywowana byta wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi dotyczgcymi wysokiego
powinowactwa tlenku grafenu do jonéw uranylowych. Wynika ono z wystepowania w strukturze tego
materiatu grup zawierajacych tlen, takich jak epoksydowe, hydroksylowe czy karboksylowe. Autorzy
doniesien opisywali rowniez, ze stopien powinowactwa jest niezalezny od sity jonowej roztworu jednak
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znacznie maleje w pH ponizej 4 oraz powyzej 7,5. W przypadku wyzszych wartos¢ pH grupy funkcyjne
GO ulegaja deprotonacji przez co powierzchnia ptatkéw grafenowych uzyskuje tadunek ujemny tym
samym prowadzac do elektrostatycznego odpychania anionéw uranylowych ((UO,),CO3(OH)*,
UO,(OH)*, UO,(OH)s%). Z kolei brak zaleznosci od sity jonowej wynika z tworzenia w takim przypadku
komplekséw powierzchniowych sfery wewnetrznej jonéw metali. Jako, ze jony UO,?* wykazujg silne
powinowactwo do ligandéw donorowych, np. zawierajacych tlen, mozna je traktowac jako silne kwasy
Lewisa. Z tego tez wzgledu, duza zawartos¢ grup zawierajgcych tlen na powierzchni ptatkow tlenku
grafenu prowadzi do tworzenia stabilnych komplekséw sfery wewnetrznej z jonami UO,?* na rzecz
klasycznej sorpcji na powierzchni. Zjawisko to dotyczy oczywiscie wytgcznie wspomnianego wyzej
optymalnego zakresu pH. Badania tego zjawiska np. dla pH 7,6 pokazujg, ze dochodzi do precypitacji
powierzchniowej jonéw U(VI) podczas ktérej jonem dominujgcym jest UO,(OH)*". Dalsze badania
termodynamiczne wykazaty réwniez, ze energia Gibbsa uzyskuje najmniejsze wartosci dla komplekséw
jonow uranylowych z ptatkami grafenu zawierajgcymi jony hydroksylowe oraz karboksylowe. Opisane
badania, potwierdzajgce wystepowanie oddziatywan pomiedzy jonami U(VI) oraz ptatkami grafenu
byty dobrym prognostykiem przed zastosowaniem takiego materiatu jako warstwy receptorowej
czujnika elektrochemicznego. W swoich badaniach zdecydowatem sie na materiat receptorowy w
formie tlenku grafenu dodatkowo wzbogacanego w grupy karboksylowe. Prace rozpoczatem od jego
przygotowania i scharakteryzowania (Rysunek 33).

Absorbance

Rysunek 33. A) Widma UV-VIS rejestrowane dla kazdego z materiatow (a) tlenek grafenu; (b) karboksylowany
tlenek grafenu (GCOOH); (c) elektrochemicznie redukowany tlenek grafenu (rGO); (d) grafit; B) mapa EDS
GOCOOH; C) zdjecie TEM GO; D) zdjecie TEM GCOOH [H9].

Widma absorpcji w zakresie UV-VIS, zarejestrowane dla kazdego z analizowanych materiatéw
(Rysunek 33 A) posiadaty charakterystyczny ksztatt, odpowiednie maksima absorbcji oraz przesuniecia
maksimow. Zasadnicze rdznice miedzy strukturg GO i GCOOH widoczne byty réwniez na zdjeciach z

46



dr inz. Robert Ziétkowski — wniosek w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego
Zatgcznik nr 3: autoreferat

transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM), (Rysunek 33 C i D), za$ sktad pierwiastkowy, w tym
udziat tlenu, zaprezentowano na Rysunku 33B, jako mape EDS (ang. energy-dispersive X-ray
spectroscopy). Otrzymany grafen karboksylowany byt stabilny w roztworze o pH25. Ponizej tej wartosci
dochodzito do jego wytracania (najprawdopodobniej w wyniku protonowania grup karboksylowych),
przy czym proces ten byt odwracalny. Badania elektrochemiczne potwierdzity zmiany w strukturze
przygotowanej pochodnej grafenu, w pordwnaniu z tlenkiem grafenu oraz elektrochemicznie
redukowanym tlenkiem grafenu (Rysunek 34), przy jednoczesnym zachowaniu przewodnosci elektrody
modyfikowane;j.
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Rysunek 34. Woltamperogramy SWV oraz widma EIS dla: (1) czystej dyskowej elektrody z wegla szklistego (GCE),
100 mM L™2KCI (pH 7,0) oraz pomiary wykonane w 100 mM L™1KCl z 5 mM L™ Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e] (pH7.0) dla
(2) GCE, (3) GCE z naniesiong warstwa GO, (4) GCE z rGO 5) GCE z GCOOH [H9].

Powyzszy wynik, zachowana przewodnos¢ elektrody po adsorpcji na niej nanomateriatu weglowego
GCOOH, pozwolit sgdzié, ze mozliwe bedzie obserwowanie zmiany parametrow pradowych tak
zbudowanej elektrody po zanurzeniu w roztworze zawierajgcym jony uranylowe. W przypadku
sensoréw przeznaczonych do oznaczania jonéw metali, oczywistym mechanizmem detekcji wydaje sie
by¢ wykorzystanie ich wtasciwosci redukujgco-utleniajgcych. Podobnie jak miato to miejsce w
przypadku czujnika dopaminy [H10]. Jednak w przypadku
zaprezentowanego rozwigzania podejscie takie, ze wzgledu na zbyt skrajne potencjaty przyktadane do
elektrody, mogtoby doprowadzi¢ do desorpcji warstwy sensorycznej. Aby unikngc tego zjawiska

dedykowanego wykrywaniu

wykorzystuje sie znaczniki redoks o znacznie mniejszych wartosciach potencjatu redoks, dodawane do
roztworu pomiarowego, w tym przypadku heksaaminoruten. Posiada on tadunek dodatni i co wazne
pozbawiony jest struktur aromatycznych, ktore mogtyby oddziatywaé z warstwg receptorowg poprzez
wigzania TeTt (jak w przypadku innego ze znacznikéw np. btekitu metylenowego). Powyzsze zatozenia
potwierdzono podczas pomiarow wykonanych technikg SVW oraz woltamperometrii cyklicznej (CV)
(Rysunek 35, A'i B).
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Rysunek 35. A) Woltamperogramy SWV dla GCE modyfikowanej GCOOH wykonane w srodowisku pomiarowym
o réznym pH gdzie linia kreskowana to 50 mM Tris, linia ciggta to 50 mM Tris z dodatkiem 1 mM
heksaaminoruten; linia kropkowana to pomiar wykonany z dodatkiem 100 UM octanem uranylu; B)
woltamperometria cykliczna dla opracowanego czujnika wykonane dla szybkosci skanowania od 5 do 0.05 V s*
w obecnosci 50 UM heksaaminorutenu (Inset) zalezno$¢ szybkosci skanowania od natezenia pradu
anodowego/katodowego [H9].

W szczegdlnosci potwierdza to zarejestrowana odpowiedZ czujnika dla 100 UM stezenia jondw
uranylowych uzyskana w 1 mM roztworze heksaaminorutenu w réznych warunkach pH (Rysunek 35,
A). O ile piki uzyskane na woltamperogramach wykonanych w roztworach o pH 3, bez jonéw
uranylowych i je zawierajace, byty symetryczne i nie réznity sie miedzy sobg, o tyle zwiekszenie pH
doprowadzito do pojawienia sie piku niesymetrycznego. Wynikato to z pojawienia sie na powierzchni
modyfikowanej elektrody miejsc o innej strukturze niz przy nizszych wartosciach pH (powolna
deprotonacja) i zmiany wydajnosci wymiany elektronéw miedzy markerem redoks a powierzchnig
elektrody w tych miejscach. Potwierdzono przy tym brak adsorpcji markera redoks na powierzchni
elektrody modyfikowanej karboksylowanym tlenkiem grafenu (Rysunek 35, B). Dodatkowo zanurzenie
czujnika w roztworze zawierajgcym jony uranylowe doprowadzito do dalszych zmian w tych rejonach
warstwy sensorycznej, w wyniku zwigzania sie jondw uranylowych, przez co nowopowstaty pik malat.
Zmniejszenie stezenia markera redoks z 1 mM do 50 UM znacznie zredukowato wysokosé piku przy
wiekszych potencjatach redoks (iloS¢ markera nie uczestniczaca w odpowiedzi czujnika) i z
wykorzystaniem opisanego wyzej mechanizmu detekcji wykreslono zalezno$¢ odpowiedzi czujnika od
stezenia jondéw uranylowych w prébce, jak rowniez okreslono jego selektywnos$é wzgledem wybranych
jonow metali (Rysunek 36).
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Rysunek 36. A) mechanizm detekcji oraz wzoér na podstawie ktérego liczono odpowiedz czujnika; B) uzyskana
zalezno$¢ miedzy stezeniem jondw uranylowych w probce a odpowiedzig czujnika; C) selektywnosc
opracowanego rozwigzania [H9].

Modyfikowane struktury grafenu wykorzystatem rowniez w ocenie mozliwosci wykrywania
jondéw rteci. Do tego celu zastosowatem ptatki grafenu wzbogacone o grupy tiolowe (miekkie zasady),
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a mozliwo$¢ wigzania jondw Hg?* (miekki kwas), podobnie jak poprzednio wynikata z teorii kwaséw i
zasad Lewisa. W literaturze mozna byto znalezé juz rozwigzania, gdzie oddziatywania siarka/rtec
stanowity podstawe oznaczania tych jondw. W pracach tych jako warstwe receptorowa wykorzystano
m.in. elektropolimeryzowany 2-merkaptobenzotiazol, 1-oktadekanotiol, disiarczek benzylu czy tez
nanoczastki ztota sfunkcjonalizowane kwasem tioglikolowym. W tamtym czasie jedna z grup
potwierdzita réwniez synteze ptatkdw grafenu bezposrednio modyfikowanych grupami tiolowymi (G-
SH). Opisane postepowanie umozliwito wprowadzenie tych grup na catej powierzchni ptatkéw, w
miejsce m.in. grup hydroksylowych i epoksydowych. Wedtug autoréw grafen taki charakteryzowat sie
dobrg przewodnoscig. Z uwagi na hydrofilowos¢, rozwinietg powierzchnie oraz potwierdzone
zwiekszone powinowactwo takich struktur do jondw rteci, autorzy zaproponowali wykorzystanie go w
ekstrakcji jondéw rteci z wod srodowiskowych. Ja z kolei zdecydowatem sie na zastosowanie
analogicznych struktur nanometryczych jako warstw receptorowych czujnikéw elektrochemicznych.
Zaproponowany mechanizm detekcji byt podobny do tego zaprezentowanego na Rysunku 36A, gdzie
wykorzystatem zewnetrzny znacznik redoks w postaci chlorku heksaaminorutenu. Zaobserwowatem
jednak zasadniczg réznice, tym razem bowiem rosto natezenie rejestrowanego pradu po zwigzaniu
analitu (rteci) z warstwg receptorowga. Analogicznie do badan prowadzonych nad opracowaniem
czujnika dedykowanego wykrywaniu jonéw uranylowych, konieczne byto dobranie ilosci nanoszonego
nanomateriatu na powierzchnie elektrody. Zbyt mate stezenie nanoszonych ptatkéw grafenu
prowadzito bowiem do zmniejszania przewodnosci warstwy miedzyfazowej. Byto to zwigzane z
wydajniejszym oddziatywaniem ptatkéw grafenu z powierzchnig elektrody wykonanej z wegla
szklistego, tworzenie wigzan m-1, i tworzenie wzglednie jednorodnej powierzchni struktur grafenu
ustawionych poziomo (,,basal plane”) na powierzchni takiej elektrody. Zwiekszanie ilosci naktadanego
grafenu prowadzito do wydajniejszego oddziatywania ptatkéw grafenu miedzy sobg juz w roztworze,
tym samym do zwiekszenia liczby krawedzi, defektéw oraz potaczern miedzy nimi. Z kolei zwiekszenie
ich ilosci na powierzchni elektrody, pozwalajgcej na osiggniecie tzw. progu perkolacji (stopien
aglomeracji grafenu na powierzchni), prowadzi do znacznego zwiekszenia przewodnictwa warstwy
grafenowej ztozonej z wielu ptatkéw. Odpowiedz elektrody GCE modyfikowanej réznymi ilosciami
tiolowanego grafenu wzgledem jondw rteci zaprezentowano na Rysunku 37A. Jako, ze w trakcie badan
obserwowano zwiekszanie natezenia pradu po inkubacji czujnika z jonami Hg%, postanowiono zmienié
wz0r, na podstawie ktérego obliczano wzgledng odpowiedz czujnika.
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Rysunek 37. A) Odpowiedz czujnika wzgledem jondw rteci w zaleznosci od ilosci naniesionego nanomateriatu
oraz wzér na podstawie ktorego ta odpowiedz byta obliczana; B) odpowiedz czujnika na jony rteci w zaleznosci
od pH roztworu, w ktérym prowadzono pomiary [H6].

Czesto zmiany natezenia pragdu po wykryciu analitu w czujnikach, gdzie mechanizm detekcji
wykorzystuje znaczniki redoks dodawane do roztworu pomiarowego, wigzg sie ze zmianami tadunku
powierzchniowego elektrody. W prezentowanym rozwigzaniu nie spodziewatem sie jednak takich
zmian. Wynikato to z faktu, ze zastosowana metoda wprowadzania grup tiolowych (pK,=13)
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zastepowata nimi grupy karboksylowe (pK.=4,3 i pK.=6,6), hydroksylowe (pK,=9,7), epoksydowe oraz
karbonylowe. Prowadzito to zatem do zwiekszenia wartosci statej dysocjacji ptatkow grafenu
tiolowanego w stosunku do materiatu wyjsciowego jakim byt tlenku grafenu. Z uwagi na ,, miekka”
nature jondéw rteci, mozna zaktadaé ich oddziatywanie z grupami —SH. Nie zmienia to zatem liczby
zdeprotonowanych grup tlenowych jakie mogty pozostaé na powierzchni po procesie wprowadzania
grup tiolowych. Nie zmienia zatem réwniez i wypadkowego tadunku prezentowanego na powierzchni
elektrody modyfikowanej. Dlatego odpowied? czujnika po inkubacji z jonami Hg?*, obserwowana jako
zwiekszenie natezenia rejestrowanego pradu, mogta wynikaé wytgcznie ze zmiany przewodnosci
warstwy miedzyfazowej w wyniku zwigzania jondéw rteci. W prowadzonych badaniach
zaobserwowatem takze znaczng zalezno$¢ odpowiedzi czujnika od pH roztworu w ktérym prowadzono
badania (Rysunku 37B). Wartos¢ pH, podobnie jak w przypadku jonéw uranylowych, moze mie¢ wptyw
m.in. na forme jonéw rteci wystepujacych w roztworze. W przypadku pomiaréw prowadzonych w
roztworze o pH ponizej 6, obserwowano gorszg odpowiedz czujnika. Mogto to wynikaé ze stabszego
oddziatywania jondw rteci i grup tiolowych poprzez mozliwos¢ tworzenia komplekséw HgCls™ oraz
HgCls%. Z kolei odwrécona odpowied? czujnika, zaobserwowana w przypadku pH roztworu o wartosci
3, moze wynika¢ z tworzenia nierozpuszczalnego Hg,Cl, oraz jego sedymentacji na powierzchni
elektrody. W pH > 6 moze doj$¢ do hydrolizy jonéw Hg*, prowadzacej do powstania Hg(OH)* oraz
Hg(OH),. Nie mniej, w prowadzonych badaniach najwiekszg warto$¢ odpowiedzi czujnika
zaobserwowano dla roztworu o pH 6, w ktérym jony rteci mogg przejmowac wolne elektrony z atomédw
siarki, znajdujace sie w grupach tiolowych, prowadzgc do kompleksowania ich na powierzchni czujnika.
Dla warunkdw, w ktdrych obserwowano najwiekszg odpowiedz czujnika wyznaczono zalezno$¢ zmiany
intensywnosci sygnatu pragdowego od stezenia jondw rteci w probce (Rysunek 38A), jak réwniez
oszacowano selektywnosé¢ otrzymanego czujnika (Rysunek 38B).
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Rysunek 38. A) Zaleznos¢ odpowiedzi czujnika od stezenia jonéw rteci w probce; B) selektywnos¢ czujnika na
wybrane jony metali [H6].

5.4. Podsumowanie i dalsze kierunki rozwoju

W trakcie prowadzenia badan, ktorych wyniki stanowig podstawe prezentowanej rozprawy,
zaprojektowatem oraz przygotowatem nowe (bio)czujniki z elektrochemiczng technikg detekcji sygnatu
analitycznego. Zaproponowatem réwniez konstrukcje testu na bazie nanomateriatéw umozliwiajgcego
wykonanie oznaczenia stezenia jednoniciowego DNA (produktu asymetrycznej reakcji PCR) poza
laboratorium i z wykorzystaniem powszechnie dostepnych elementéw o znikomej cenie. Zwrdcitem
uwage na koniecznos¢ kazdorazowego doboru nie tylko odpowiednich receptorow do wykrywania
danego analitu, ale réwniez otoczenia w jakim te receptory bedg unieruchomione, czy tez warunkéw
w jakich dana warstwa sensoryczna bedzie pracowac jako catos¢. Podejscie takie umozliwito m.in.
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przygotowanie czujnikdw pozwalajgcych na selektywne wykrycie jednoniciowych fragmentéw DNA,
nawet w prébce o ztozonej matrycy, a wiec rozwigzania ktdre z puntu widzenia biezgcej sytuacji

pandemicznej jest szczegdlnie interesujgce.

Uzyskane wyniki dostarczyty nowych informacji na temat mozliwych oddziatywan zachodzacych
na powierzchni przetwornikéw elektrochemicznych, oraz ich wptywu na wydajnos¢ rozpoznania
molekularnego. Umozliwity tym samym opracowanie czujnikdw, w ktérych po raz pierwszy (i) zostaty
wykorzystane modyfikowane struktury grafenu jako warstwy receptorowe; (ii) zastosowano
dtugoniciowe sondy DNA o strukturze przypominajacej ,spinke do wioséw” w efektywnej detekcji
produktow asymetrycznego PCR, (iii) zaproponowano nowy wypetniacz, dietyloditiokarbaminian sodu,
znacznie zwiekszajacy rejestrowany sygnat pragdowy oraz wptywajgcy na zmniejszenie niespecyficznych
oddziatywan biatek z powierzchnig przetwornika. W trakcie prowadzenia badan wytypowatem
ponadto szereg parametrow, dotyczacych zaréwno struktury przestrzennej receptoréw (DNA), sktadu
warstwy bioczutej jak i warunkéw prowadzenia oznaczen, ktére powinny by¢ brane pod uwage przy
projektowaniu elektrochemicznych (bio)czujnikéw, ktére w przysztosci mogtyby znacznie uproscié
prowadzenie pomiaréw analitycznych.

Za najwazniejsze osiggniecia przedstawione w cyklu publikacji [H1-H10], stanowigce istotny
wktad w rozwadj nauk chemicznych uwazam w szczegdlnosci:

. zastosowanie  funkcjonalizowanych  struktur grafenu jako warstw sensorycznych
elektrochemicznych czujnikéw dedykowanych wykrywaniu jonéw metali (UO,% oraz Hg?*);

. zaproponowanie  nowego elementu  blokujgcego/zabezpieczajgcego  powierzchnie
elektrochemicznych geno- i immunosensoréw zwiekszajgcego przewodnos¢ warstwy
sensorycznej oraz redukujgcego niespecyficzng adsorpcje biatek;

J udowodnienie mozliwosci poprawy parametréw analitycznych (granica oznaczalnosci,
selektywnos¢, powtarzalno$é, zakres prostoliniowosci) biosensorow elektrochemicznych
poprzez zastosowanie w ich konstrukcji nowoczesnych nanomateriatéw jako warstw
przej$ciowych;

J udowodnienie mozliwosci zastosowania w elektrochemicznych czujnikach DNA, bazujacych na
mechanizmie spinki do wtoséw, sond dtugoniciowych w roli receptoréw oraz potwierdzenie
poprawnosci ich dziatania w analizach prébek rzeczywistych uzyskanych w wyniku amplifikacji
kwasdw nukleinowych technika asymetrycznej reakcji tancuchowej polimerazy;

. udowodnienie mozliwosci konstrukcji taniego i przenosnego fluorescencyjnego (z detekcjg
potencjometryczng) testu DNA, ktdrego mechanizm dziatania bazuje na nowoczesnych
nanomateriatach;

. udowodnienie mozliwosci opracowania elektrochemicznej diagnostyki zakazenia bakteryjnego.

W ramach realizacji kolejnych celéw naukowych planuje kontynuacje i rozszerzanie podjetych
tematdw, a takze rozpoczecie prac w nowych obszarach. W najblizszej przysztosci moje badania beda
dotyczyty m.in.:

J rozwijania i dostosowania konstrukcji elektrochemicznych czujnikbw DNA oraz warunkéw
wykrywania produktow izotermicznych reakcji amplifikacji. Tematyka ta bedzie wymagata
nawigzania wspotpracy z grupg oferujgca efektywne monitorowanie oddziatywan biatka/DNA w
roztworze;
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J modyfikacji powierzchni nanoczgstek magnetycznych umozliwiajgcych efektywng ekstrakcje
oraz oczyszczanie kwasow nukleinowych z préobek o ztozonej matrycy;

. dalszej miniaturyzacji oraz préb poprawy parametréw analitycznych sensoréw i biosensoréw
elektrochemicznych, w szczegdlnosci poprzez zastosowanie w ich konstrukcji nanomateriatow
oraz nowych niereceptorowych sktadnikdw warstwy bioczutej;

. integracji czujnikdéw elektrochemicznych w ukfady mikroprzeptywowe, w szczegdlnosci
dedykowane badaniu kwaséw nukleinowych;

. analizie mozliwosci zastosowania biosensoréw oraz konstrukcji mikroprzeptywowych do
wykrywania wybranych bioanalitéw stanowigcych nowe markery chorobowe (np. egzosomy,
komoérki nowotworowe we krwi itp.);

J rozwijanie diagnostyki spersonalizowanej tzw. teranostyki, w szczegdlnosci z uwzglednieniem
badania kwasow nukleinowych.
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6. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowg albo

artystyczng realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub
instytucji kultury, w szczegdlnosci zagranicznej

W 2014 roku nawigzatem i od tego czasu aktywnie wspdtpracuje z dr hab. n. med. Aleksandrg

Zasadg oraz Jej zespotem badawczym z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego. Wspdtpraca

dotyczy przede wszystkim badan nad opracowaniem czutych i selektywnych testéw i biosensoréw

dedykowanych wykrywaniu sekwencji markerowych wysoce patogennych bakterii i wirusow w

probkach biologicznych. Wynikiem prowadzonej wspoétpracy sg zaréwno wspdlne projekty badawcze:

2020-2021 Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny, projekt

»Przenosne mikrourzadzenie do szybkiej diagnostyki zakazen beta-koronawirusami, w
tym SARS-CoV, MERS-CoV oraz nowym koronawirusem SARS-CoV-2”, TANGO-IV-
A/0015/2019-00, NCBIiR

2017-2019  Wydziat Chemiczny PW, projekt ,Przenosne mikrourzadzenie do szybkiego i

specyficzcnego wykrywania biatek oraz fragmentéw kwaséw nukleinowe”,
LIDER/35/0041/L-7/NCBR/2016, NCBiR

2015-2018 Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny, projekt

»Elektrochemiczne sensory z warstwg receptorowg DNA do wykrywania sekwencji
markerowych wysoce patogennych bakterii”, NCN 2014/15/B/NZ6/01771, NCN

jak i prace naukowe opublikowane w czasopismach z listy JCR:

1.

Marchlewicz K, Ostrowska |, Oszwatdowski S, Zasada A, Zidtkowski R , Malinowska E. Molecular
diagnostic of toxigenic Corynebacterium diphtheriae strain by DNA sensor potentially suitable for
electrochemical point-of-care diagnostic. Talanta. 2021;227.

Zasada AA, Zacharczuk K, Woznica K, Gtowka M, Ziotkowski R, Malinowska E. The influence of a

swab type on the results of point-of-care tests. AMB Express. 2020;10(1).

Zidtkowski R , Oszwatdowski S, Kopyra KK, Zacharczuk K, Zasada AA, Malinowska E. Toward
Fluorimetric-Paired-Emitter-Detector-Diode test for Bacillus anthracis DNA based on graphene
oxide. Microchem J. 2020;154.

Zidtkowski R, Jarczewska M, Drozd M, Zasada AA, Malinowska E. Studies on the development of
electrochemical immunosensor for detection of diphtheria toxoid. J Electrochem Soc.
2019;166(6):B472-B481.

Ziotkowski R, Oszwatdowski S, Zacharczuk K, Zasada AA, Malinowska E. Electrochemical detection
of bacillus anthracis protective antigen gene using DNA biosensor based on stem-loop probe. J
Electrochem Soc. 2018;165(5):B187-B195.

Zasada AA , Zacharczuk K, Forminska K, Wiatrzyk A, Ziétkowski R, Malinowska E. Isothermal DNA
amplification combined with lateral flow dipsticks for detection of biothreat agents. Anal
Biochem. 2018;560:60-66.

Wspdlnie opublikowane prace byty podstawg do uzyskania nagrody zespotowej Il stopnia im Ludwika

Rajchmana przyznawanej przez Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Paristwowy Zaktad Higieny.
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Poza wspotpracy Scisle naukowg, w porozumieniu zorganizowalismy réwniez praktyki w laboratorium

biologii molekularnej dla studentki pigtego roku studiéw magisterskich.

Kopia potwierdzenia wspoétpracy stanowi Zatacznik 7 do wniosku.

Oprdcz wyzej opisanej wiodgcej wspdtpracy uczestniczytem/uczestnicze:

w projektach prowadzonych wraz z:

Instytut Parazytologii im. Witolda Stefariskiego Polska Akademia Nauk i dr Dr inz. Anna
Zawistowska-Deniziak

2015-2016 ,,Onitam sg - czyli jak wykry¢ cichego morderce" FNP 131/UD/SKILLS/2015,

FNP

Screenmed sp. z 0.0.

2020-2022 “Opracowanie konstrukcji i technologii wytwarzania miniaturowych

urzadzen diagnostycznych do szybkiego wykrywania wirusa SARS-CoV-2 w
trybie POCT”, NCBIR, POIR.01.01.01-00-0638/20, NCBIiR

badaniach prowadzonych wraz z:

Instytutem Maxa Plancka (Niemcy):

Tassler S, Dobner B, Lampp L, Ziétkowski R, Malinowska E, W6lk C, Brezesinski G. DNA
Delivery Systems Based on Peptide-Mimicking Cationic Lipids - The Effect of the Co-
Lipid on the Structure and DNA Binding Capacity. Langmuir. 2019; 35 (13), 4613-4625.

Instytututem Metrologii i Inzynierii Biomedycznej dziatajgcego przy Wydziale
Mechatroniki Politechniki Warszawskiej:

Peptowski A, Rathi S, Piotrkowski B, Ziétkowski R, Janczak D, Krzeminski J, Brosch M,
Jakubowska M. Electrochemistry of Graphene Nanoplatelets Printed Electrodes for
Cortical Direct Current Stimulation. Frontiers in Neuroscience. 2020; 14, art. no.
594235

Ponadto bytem promotorem pomocniczym obronionej rozprawy doktorskiej dr inz.
Andrzeja Peptowskiego pt: ,Drukowane czujniki potencjometryczne do
monitorowania pH w leczeniu ran”, promotor: prof. dr hab. inz. Matgorzata
Jakubowska z Wydziatu Mechatroniki Politechniki Warszawskie;j.

Zaktadem Proceséw Rozdzielania, Laboratorium Grafenowe, dziatajace przy Wydziale
Inzynierii Chemicznej i Procesowej Politechniki Warszawskiej:

Ziotkowski R DA, Usciniska A, Mazurkiewicz-Pawlicka M, Matolepszy A, Malinowska E.
Directly-thiolated graphene based electrochemical sensor for Hg(ll) ion. Electrochim
Acta. 2019;305:329-337.
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W ostatnim czasie nawigzatem réwniez wspodtprace z naukowcami z Institute of Biosciences and
BioResources National Research Council of Italy — CNR we Wtoszech. Efektem byto ztozenie wspdlnego
projektu badawczego do Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej, dotyczacego badan nad
systemem izotermicznego powielania kwaséw nukleinowych z niebadanych dotad pod tym katem
mikroorganizméw oraz konstrukcji czujnikow DNA dopasowanych do tego systemu. Wspdtpraca
bedzie dalej rozwijana.

7. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych

popularyzujacych nauke

oraz

7.1. Osiagniecia dydaktyczne

Moje osiggniecia dydaktyczne skupiajg sie gtdwnie w trzech polach: prowadzeniu zajec
dydaktycznych dla studentéw (12 rodzajow zaje¢, Tabela 2), petnieniu funkcji promotora
pomocniczego prac doktorskich (2 prace, Tabela 3) oraz kierowania lub sprawowania opieki
naukowej nad pracami dyplomowymi na stopien inzyniera lub magistra (tacznie ponad 30 prac),
realizowanych w Politechnice Warszawskie;j.

Tabela 2. Zajecia dydaktyczne prowadzone dla studentéw Politechniki Warszawskiej

T Kierunek i
Funkcja yp' Nazwa przedmiotu Kod stopien Okres
przedmiotu ‘.
studiow
Kierownik wyktad / Analityczne metody CH.BIOBO5S / Biotechnologia, 2019 -
laboratorium instrumentalne CH.BIOB18 I obecnie
udziaf w . wyktad Sensory i biosensory CH.BMS1009 Biotechnologia, 2021 )
prowadzeniu 1l obecnie
udziat w . wykfad Anall’chzna ko,ntrola CH.BMK2001 Biotechnologia, 2021'—
prowadzeniu bioprocesow 1] obecnie
prowadzacy | laboratorium Lak.>orator|um ana!lzy CH.TIK4001.A Techn-ologla 2010.-
instrumentalnej Chemiczna, | obecnie
Inzynieria 2010 —
prowadzacy | laboratorium Chemia analityczna IC.IK311.A Chemicznai .
obecnie
Procesowa, |
. Analytical Methods in Biotechnologia, 2017 -
prowadzacy projekt Biotechnology CH.BMSA124.A I obecnie
laboratorium Projektowanie metod Biotechnologia, 2017 -
CH.BMS1011
prowadzacy / projekt bioanalitycznych 1] obecnie
Podstawy analizy Technologia
prowadzacy | laboratorium chemicznej i CH.PRAK33 . 8 2019 - 2021
. . Chemiczna, |
instrumentalnej
prowadzacy | laboratorium Laboratorlum me'trologu CH.I0B6001 Techn'ologla 2012 -
chemicznej Chemiczna, | obecnie
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prowadzacy | laboratorium .Technolog.|a CH.TIK110 Techn-ologla 2010 B
informacyjna Chemiczna, | obecnie

prowadzacy | laboratorium Informatyka 1 CH.BIK206 Biotechnologia, 2014 B
I obecnie

prowadzacy | laboratorium Informatyka 2 CH.BIK309 Blotechlnologla, ozk?:::\i_e

W 2016 roku otrzymatem nagrode zespotowg za opracowanie dwdch nowych przedmiotéw dla
kierunku Biotechnologia, przeznaczonych dla studentéw drugiego (Informatyka 1) oraz trzeciego
(Informatyka 2) semestru. Nagroda zespotowa stopnia Il Rektora Politechniki Warszawskiej za
osiggniecia dydaktyczne w latach 2014-2015.

Tabela 3. Promotorstwo pomocnicze prac doktorskich realizowanych w Politechnice
Warszawskiej

Dane doktoranta Status studiéw/przewodu Okres

Uzyskanie stopnia doktora: 14.06.2019; tytuf:
Drukowane czujniki potencjometryczne do
. . . | monitorowania pH w leczeniu ran; rozprawa
dr inz. Andrzej Peptowski L . 2015 - 2019
wyrdzniona; promotor: prof. dr hab. inz. Matgorzata
Jakubowska z Wydziatu Mechatroniki Politechniki

Warszawskiej

mgr inz. Anna Szymczyk | Uczestnik Il roku Szkoty Doktorskiej nr 1 2020 - obecnie

7.2. Osiggniecia organizacyjne i popularyzujgce nauke
a) Dwa wystgpienia ustne na targach branzowych Eurolab:

. 2014r ,Grafen, nanoczgstki, DNA...czyli nowoczesne czujniki biologiczne”
. 2018r ,Zastosowania biosensoréw w uktadach przeptywowych dedykowanych
diagnostyce przytézkowe;j”

b) W latach 2009-2019 prowadzitem zajecia w ramach kurséw:

. "Sensory i biosensory" oraz ,Sensors and Biosensors” - dla studentéw Politechniki
Warszawskiej, realizowanych dzieki Programowi Rozwojowemu Politechniki
Warszawskiej

. PW Junior — dla uczniéw szkét podstawowych oraz gimnazjalnych organizowanych z
inicjatywy Politechniki Warszawskiej oraz jej absolwentéw

¢) Prowadzenie zajec¢ laboratoryjnych w ramach praktyk zawodowych uczniéw Zespét Szkét Nr
21 w Warszawie ul. Saska 78 (od 2021 roku)
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d)

e)

f)

g)

h)

Uczestnictwo w programie wolontariatu naukowego organizowanego na Woydziale
Chemicznym Politechniki Warszawskiej wspierajgcego rozpoczynanie pracy badawczej
studentdw na wczesnych etapach studiéw | stopnia (od 2017 roku)

Podczas studiow na Wydziale Chemicznym (2003 rok), wraz z dwoma innymi studentami,
zatozytem, dziatajgce do dzis, Koto Naukowe Biotechnologdéw Herbion. W latach 2014-2019
petnitem role opiekuna tego kota. W tym czasie wraz ze studentami z KNB Herbion m.in.
pozyskaliSmy granty rektorskie na badania, przygotowaliSmy i zorganizowalismy pokazy
prezentowane na Piknikach Naukowych Polskiego Radia na Stadionie Narodowym. Jako
opiekun organizowatem oraz bratem udziat w wycieczkach naukowo-dydaktycznych do
zaktadoéw przemystowych o profilu biotechnologicznym i chemicznym.

Podczas egzaminow inzynierskich prowadzonych na Wydziale Chemicznym Politechniki
Warszawskiej petnie funkcje cztonka komisji w roli eksperta w dziedzinie chemii analityczne;j

i nieorganicznej (2017 — obecnie)

Udziat w organizowaniu konferencji: Biotechnologia - od badan podstawowych do konstrukcji
systemow analitycznych i produkcji nowych lekéw, 2014, Warszawa, Polska

Cztonek komisji rekrutacyjnej Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej (2021 —
obecnie)

Cztonek Rady Wydziatu Chemicznego Politechniki Warszawskiej (2020 — obecnie)

8. Inne informacje, wazne z punktu widzenia wnioskodawcy, a dotyczace

jego kariery zawodowej

8.1. Wykaz krajowych nagréd i wyréznien naukowych

za osiggniecia naukowe

2021 Nagroda zespotowa Il stopnia Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego —
Panstwowego Zaktadu Higieny im. Ludwika Rajchmana

2018 Nagroda zespotowa | stopnia Rektora Politechniki Warszawskiej za osiggniecia
naukowe w 2016-2017

2016 Nagroda zespotowa | stopnia Rektora Politechniki Warszawskiej za osiggniecia
naukowe w 2015 roku

2015 Nagroda zespotowa | stopnia Rektora Politechniki Warszawskiej za osiggniecia
naukowe w latach 2013-2014

2014 Nagroda zespotowa Il stopnia Rektora Politechniki Warszawskiej za osiggniecia
naukowe w latach 2012-2013

2011-2012 Stypendium doktoranckie Samorzagdu Wojewddztwa Mazowieckiego

za osiggniecia dydaktyczne
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2015

Nagroda zespotowa stopnia Il Rektora Politechniki Warszawskiej za osiggniecia
dydaktyczne w latach 2014-2015

8.2. Kursy, warsztaty, szkolenia

10.2015

11.2014

09.2014

03.2014

02.2014

06.2007

09.2006

09.2006

06.2006

03.2006

07.2004

10.2003

Lund, Szwecja, TransFormation.doc, szkolenie z przedsiebiorczosci i umiejetnosci
miekkich niezbednych do wspdtpracy z gospodarka

Wroctaw, kurs Fundacji na rzecz Nauki Polskiej , Komercjalizacja wynikéw prac
badawczych”

Krakéw, kurs Fundacji na rzecz Nauki Polskiej ,Prezentacja wynikéw badan
naukowych”

Poznan, kurs Fundacji na rzecz Nauki Polskiej ,,Negocjacje dla naukowcow”
Gdansk, kurs Fundacji na rzecz Nauki Polskiej ,Zarzgdzanie zespotem naukowym”
Poznan, , Szkota letnia biologii molekularnej”

Warszawa, Zaktad Genetyki Molekularnej Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
— szkolenie ,Bezposrednie sekwencjonowanie produktu PCR”

Lublin, Szkota letnia, ,,Podstawy hodowli komérek roslinnych i zwierzecych”

Warszawa, Zaktad Genetyki Molekularnej Szkoty Gtoéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
- szkolenie ,,Metody wykrywania mutacji punktowych” Warszawa

Warszawa, Zaktad Genetyki Molekularnej Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
— szkolenie ,Metody izolacji DNA oraz polimorfizm STR w genotypowaniu,
Warszawa”

Warszawa, Laboratorium Biotechnologii, Instytut Chemii Przemystowej

Warszawa, Laboratorium mikrobiologiczne a Unia Europejska — szkolenie
organizowane przez Centrum Mikrobiologii Klinicznej, Centralny Osrodek Badan
Jakosci w Diagnostyce Mikrobiologicznej oraz Narodowy Instytut Zdrowia
Publicznego

(podpis wnioskodawcy)
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