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Od wielu lat obserwuje si¢ gwaltowny rozwo6j medycyny, a w szczegolnosci
diagnostyki medycznej. Odkrywanie nowych oraz udoskonalanie juz istniejacych narze¢dzi
diagnostycznych jest niezwykle pomocne we wczesnej diagnostyce i terapii licznych chordb
I schorzen. Podstawa analizy diagnostycznej jest charakterystyka iloSciowa biomarkerow,
ktoérymi najcze$ciej sg biatka, geny, czy tez cukry.

Niniejsza rozprawa doktorska dotyczy zagadnienia konstrukcji czujnikow
elektrochemicznych do mediowanej detekcji istotnych z medycznego punktu widzenia
biomolekut. Badania nad mediowang detekcjg bioczasteczek sg istotne ze wzgledu na nowe
mozliwosci, ktére pojawiaja si¢ wraz z wprowadzeniem mediatora redoks do uktadu. Tego
typu czasteczki maja glownie za zadanie zwigkszy¢ szybko$¢ i efektywno$¢ przeniesienia
tadunku. Wazng zaleta ukladow mediowanych jest brak koniecznosci unieruchamiania
bioczasteczek na podtozu przewodzacym, czego konsekwencjg jest minimalizacja, a nawet
eliminacja niepozadanego procesu denaturacji i deaktywacji. Zastosowanie probnika redoks
umozliwia ponad to detekcje czasteczek, ktére nie s3 elektroaktywne. W rozprawie
doktorskiej opisano czujniki bazujagce na mediowanym transporcie elektronow do detekcji
ceruloplazminy, biatka C-reaktywnego oraz glukozy =z wykorzystaniem nowo
zsyntezowanych koniugatow ferrocenu. Ferrocen i jego pochodne ferrocenu charakteryzujace
si¢ biernoscia chemiczng, wysoka stabilno$cig, trwalo$cia oraz bardzo dobra
rozpuszczalno$cig w szerokiej gamie rozpuszczalnikow. Procesy elektrodowe ferrocenu i jego
pochodnych sa odwracalne, jednoelektronowe i charakteryzuja si¢ duza szybkoscia
przeniesienia elektronu. Funkcjonalno$¢ zaproponowanych narzedzi diagnostycznych

sprawdzono na probkach rzeczywistych jak osocze krwi, czy tez napoje typu ,,Soft drink”.



W przygotowaniu warstwy analitycznie aktywnej do mediowanej detekcji
ceruloplazminy wykorzystano koniugat (nanoczastka magnetyczna z zelaznym rdzeniem)-
ferrocen. Paramagnetyczne wiasciwosci samej ceruloplazminy, jak i stosowanego uktadu
receptorowego pozwolily na prowadzenie pomiarOw w obecnos$ci zewnetrznego zrodta pola
magnetycznego, co w konsekwencji znacznie poprawito parametry analityczne czujnika takie
jak: selektywnos¢, czas zycia czujnika oraz umozliwito prowadzenie oznaczen na ultra-niskim
poziomie (0.07 pg-dL™?) w probkach rzeczywistych. Z kolei wykorzystanie zjawiska okluzji
probnika redoks pomigedzy czasteczkami biatka unieruchomionego na powierzchni elektrody
na skutek specyficznego oddziatywania antygen — przeciwcialo umozliwito
woltamperometryczng detekcje nieelektroaktywnego biatka CRP, biomarkera stanow
zapalnych. Okluzja probnika redoks jest doskonalym parametrem diagnostycznym, jednakze
muszg zosta¢ spelnione dwa podstawowe kryteria: probnik redoks musi by¢ wprowadzony na
powierzchnie elektrody za posrednictwem labilnego tacznika o odpowiedniej dtugosci, a jego
proces elektrodowy powinien by¢ szybki, odwracalny i jednoelektronowy.

Kolejnym czujnikiem przedstawionym w dysertacji byt czujnik do monitorowania
dyskretnych zmian stezenia glukozy, umozliwiajacy wczesng diagnostyke wielu chordb, jak
réwniez kontrole poziomu cukrow w procesach technologiczne, np.: fermentacja. W tym
przypadku zastosowano dwa rozne podejscia, wykorzystujac w roli receptora zredukowany
tlenek grafenu domieszkowany réznymi pochodnymi ferrocenu oraz polimerowe pochodne
kwasu fenyloboronowego. Zredukowany tlenek grafenu jest doskonalym podlozem do
modyfikacji elektrod, gdyz ma odpowiednio wysoka trwato$¢, bardzo dobre wlasciwosci
przewodzace oraz rozbudowang powierzchni¢. Wykorzystujac nowo zsyntezowane receptory
rGO-Fc oraz oksydaze glukozowa skonstruowano bioczujniki II generacji. Na podstawie
przeprowadzonych badan udowodniono, ze sposdb wprowadzenia ferrocenu na powierzchni¢
rGO, jak réwniez funkcjonalizacja probnika redoks grupami karboksylowymi pozwolita na
zminimalizowanie ilo$ci enzymu w warstwie receptorowej z zachowaniem jego maksymalne;j
aktywnoS$ci. Zaproponowane czujniki do amperometrycznej detekcji glukozy umozliwiaja
oznaczania tego cukru na bardzo niskim poziomie. Badania z wykorzystaniem koniugatu
rGO-ferrocen dotyczyly nie tylko aspektow analitycznych, ale rowniez okreslenia wptywu
obecnosci ferrocenu na strukture rGO oraz orientacji czasteczek ferrocenu wzgledem grafenu.
Te elementy sg waznym wkiadem w zrozumienie dziatania czujnika.

Podejscie z wykorzystaniem polimerowych pochodnych kwasu fenyloboronowego
umozliwito detekcje glukozy w obecnosci fruktozy. Proces rozpoznania glukozy opierat si¢

na réznicy w powinowactwie zastosowanych pochodnych kwasu fenyloboronowego



wzgledem glukozy i probnika redoks (Fc-1,3-diol). W wyniku kontaktu warstwy receptorowej
(GC/R-Ph-B(OH).-Fc-1,3-diol) z roztworem glukozy pochodna ferrocenowa tworzaca ester
z kwasem fenyloboronowym ulegata podstawieniu przez glukoze. Zgodnie z najnowsza
wiedzg, taki sposob oznaczania glukozy =zostal zademonstrowany po raz pierwszy.
Dodatkowo, czujnik charakteryzowat si¢ duza czuloscia, selektywnos$cia, niska granica
wykrywalnosci i tatwoscig konstrukcji.

Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki staty si¢ podstawa publikacji
naukowych w migdzynarodowych czasopismach o bardzo wysokim wspotczynniku
oddziatywania (IF=10.52), tj. 3 x Biosensors & Bioelectronics oraz jedna praca wystana do

recenzji.



