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Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo stworzenie taniego 1 prostego
nieoznakowanego biosensora, ktory bedzie dziatal w czasie rzeczywistym 1 bedzie
wykorzystywat pomiary impedancji do badania procesu adsorpcji biatek 1 reakc;ji
wigzania specyficznego miedzy nimi. Biosensor taki moze mie¢ potencjalne
zastosowania w réznych dziedzinach, takich jak biotechnologia, medycyna czy
produkcja i testowanie zywnos$ci. Podczas pracy nad projektem opracowano
metod¢ pozwalajaca na wykrycie 1 zidentyfikowanie rdéznych biatek,
wykorzystujacg ich charakterystyczne wilasciwosci impedancyjne. Urzadzenie
dziata w czasie rzeczywistym, co pozwala na szybka analizg probek.

Aby obnizy¢ koszty produkcji biosensora zdecydowano o wykorzystaniu
cienkich warstw polimerowych do budowy przetwornikéw zawierajacych warstwe
aktywng. W pierwszej kolejnosci sprawdzono mozliwos¢é wykorzystania
komercyjnie dostepnych podktadow Si/SiO> z elektrodami ztotymi oraz szklanych
z elektrodami ITO. Badania wykazaty przewage podtozy szklanych z elektrodami
ITO. W trakcie badan sprawdzono réwniez mozliwos¢ wykorzystania réznych
polimeréw. Najlepsze wyniki uzyskano dla cienkich warstw polistyrenu (PS).

W pierwszej kolejnosci sprawdzono mozliwos$¢ analizy procesu adsorpcji
bialek z wykorzystaniem warstw, ktore byly suszone. Kolejnym krokiem byto
zbudowanie uktadu mikrofluidycznego typu I, umozliwiajacego wprowadzenie
roztworu bialka do komory mikrofluidycznej 1 badanie jego interakcji
z powierzchnig biosensora. Uktad typu I pozwalat na analiz¢ zmian zachodzacych
na pojedynczej elektrodzie do czego wykorzystywany byl spektrometr
impedancyjny Agilent 4294A.

Kolejnym etapem bylo zbudowanie uktadu mikrofluidycznego typu II,
umozliwiajgcego rownoczesng analize na dwoch elektrodach — badanej oraz
referencyjnej. W pomiarach wykorzystywano ukltad dwoch spektrometrow Agilent
4294A wyzwalanych jednocze$nie.

Rezultatem pracy jest opracowany prototyp biosensora, ktoéry umozliwia
obserwacje w czasie rzeczywistym reakcji specyficznej biatko-biatko poprzez
rejestracje roznicy faz sygnatow z dwoch elektrod: badanej i referencyjnej. System
detekcji zostal zbudowany z wykorzystaniem taniego i fatwo dostgpnego uktadu
elektronicznego ADS8302 oraz wukladu mikroprocesorowego STM32F2.
W biosensorze zastosowano przetwornik zawierajacy cienkie warstwy polimerowe
pokryte odpowiednimi biatkami, ktére zostaty przygotowane na podlozach
szklanych z elektrodami ITO. Taka konstrukcja umozliwia latwy recykling
1 ponowne wykorzystanie podtozy, co znacznie obniza koszty pojedynczego
badania.



Abstract

The aim of the present work was to develop a low-cost and simple unlabeled
biosensor that will operate in real time and use impedance measurements to study
the process of protein adsorption and specific binding reactions between proteins.
Such a biosensor has potential applications in various fields like biotechnology,
medicine or food production and testing. While working on the project, a method
was developed to detect and identify various proteins using their characteristic
impedance properties. The device operates in real time, allowing rapid analysis of
samples.

In order to reduce the cost of manufacturing the biosensor, it was decided to
use polymer thin films for the construction of transducers containing the active
layer. First, the possibility of using commercially available Si/SiO substrates with
gold electrodes and glass substrates with ITO electrodes was tested. The study
showed the advantage of glass substrates with ITO electrodes. Same studies also
tested the possibility of using different polymers. The best results were obtained for
polystyrene (PS) thin films.

As a first step, the possibility of analyzing the protein adsorption process
using dried layers was checked. The next step was to build a type I microfluidic
system, enabling the introduction of a protein solution into the microfluidic
chamber and studying its interaction with the surface of the biosensor. The type I
system allowed analysis of changes occurring on a single electrode for which an
Agilent 4294A impedance spectrometer was used.

The next step was the construction of a type Il microfluidic system, allowing
simultaneous analysis at two electrodes - the test electrode and the reference
electrode. The measurements used a system of two Agilent 4294A spectrometers
triggered simultaneously.

The result of the work is a developed prototype biosensor that allows real-
time observation of the specific protein-protein reaction by recording the phase
difference of signals from two electrodes: the test and reference. The detection
system was built using a low-cost and readily available AD8302 electronic circuit
and an STM32F2 microprocessor chip.

The biosensor uses a transducer containing thin polymer layers coated with
appropriate proteins, which were prepared on glass substrates with ITO electrodes.
This design allows easy recycling and reuse of the substrates, which significantly
reduces the cost of a single test.



Wstep

W niniejszej pracy opisano przygotowanie prostego biosensora opartego na
podktadach podobnych do tranzystorow polowych z cienka warstwa izolatora,
ktora petni polimer. Poszukiwano metody tworzenia uktadéw elektronicznych,
ktére gwarantowalyby powtarzalno§¢ w przygotowaniu biosensora z cienka
warstwg polimerowa z osadzonymi biatkami oraz metody pomiaru przebiegu
proceséw fizycznych zardwno podczas osadzania samych biatek jak 1 reakcji
miedzy nimi.

Rozwo6j technologii mikroczipdw cieczowych spowodowal duze
zainteresowanie materiatami polimerowymi ze wzgledu na ich dobre wtasciwosci
biochemiczne 1 niski koszt. Czesto stosowang metoda badania takich uktadéw jest
Spektroskopia Impedancyjna, ktora pozwala na obserwacj¢ impedancji
w roztworze. Najwicksza zaleta tej metody jest mozliwo$¢ przeprowadzania
charakteryzacji in situ w celu uzyskania kilku parametrow fizycznych.

W pracach Kechadiego, et al. [1] [2] [3] [4] opisano nowa metodologie
bezkontaktowej impedancji roztworu w ukladzie mikroczipu polimerowego
uwzgledniajac role, jaka odgrywa na dokladno$¢ impedancji otaczajacy polimer.
Zbudowany mikroczip sktadal si¢ z dwdch mikroelektrod wytworzonych na drodze
fotoablacji $wiattem UV pokrytych nanoczasteczkami ztota oraz mikrokanatu
z politereftalanu etylenu (PET) o trapezoidalnym przekroju poprzecznym:
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Rysunek 1 Schematyczne przedstawienie interfejsu PET-mikrokanatl-mikroelektrody /1]

Pomiary elektrochemicznej spektroskopii impedancyjnej w pracach
Kechadiego [1] [2] przeprowadzano przyktadajac przez mikroelektrody napigcie
zmienne o statej amplitudzie z dang czestotliwo$cia, mierzono w ten sposob
catkowitg impedancj¢ czujnika. Konkluzjg jest, Ze wyniki pomiaréw impedancji
pomiedzy dwiema mikroelektrodami zlezg od stanu powierzchni kanatu
przeptywowego oraz od adsorpcji zachodzacej na Sciankach kanatu
przeptywowego. Pomiary impedancji przeprowadzano na pustym i wypetnionym



roztworem urzadzeniu w celu zrozumienia wkladu samej impedancji materiatu
polimerowego PET. Urzadzenie stworzone przez Kechadiego przedstawiono na
Rysunku 1 przedstawiajacego schematyczny interfejs PET-mikrokanal-
mikroelektroda uzytego do badan. Podobne badania przeprowadzono w niniejsze;j
pracy doktorskiej w celu wyeliminowania wplywu preparatyki na eksperyment.
Praca Kechadiego [1] wykazala, ze bezkontaktowe pomiary impedancji moga by¢
z powodzeniem realizowane w izolowanym polimerze budujacym podioze
mikroczipa, co miato wptyw na wybdr izolatora w tej pracy.

Zastosowanie  bioanalityczne = powyzszych  badan  wykorzystano
w innych pracach autora prowadzonych przy stalej czestotliwosci
w obszarze impedancji migdzyfazowej w celu monitorowania adsorpcji biatek na
powierzchni polimeru [2] w mikrokanale mikroczipa. Modelowanie interfejsu
mikroprocesora za pomocg odpowiedniego schematu zastepczego obwodu
elektrycznego pozwala na wyodrebnienie warto$ci pojemnosci miedzyfazowej dla
niskiego st¢zenia biatka. W innej pracy [3] przedstawiono rozw6j monitorowania
W czasie rzeczywistym wigzania biatek na podtozu polimerowym. Zastosowano
elektryczng spektroskopi¢ impedancyjna do monitorowania biomolekularnej
detekcji dwoch ligandow na izolowanym podtozu. Wytworzono czutg na niskie
stezenia biatek powierzchni¢ z mikroelektrodami oddzielonymi polimerem od
roztworu co pozwolito na uniknieciu niespecyficznej na ich powierzchni adsorpcji.

Skonstruowany i opisany w tej pracy prosty uklad biosensora zostal
stworzony w celu przedstawienia nowego podej$cia do badan immobilizacji biatek
na podtozach polimerowych w oparciu o wyzej opisanych eksperymentach
wykorzystujac metodg¢ spektroskopii impedancyjne;.



1. Budowa bialek

Bialka sa najbardziej uniwersalnymi makroczasteczkami w zywych
systemach i1 pelnig strategiczne funkcje przewaznie we wszystkich procesach
biologicznych. Funkcjonuja jako katalizatory, transportuja i magazynuja inne
czasteczki, m.in. tlen, zapewniaja wsparcie mechaniczne
1 ochron¢ immunologiczng, generujg ruch, przekazuja impulsy nerwowe oraz
kontroluja wzrost 1 réznicowanie. Kilka zasadniczych wlasciwosci umozliwia
biatkom udziat w tak szerokim zakresie funkcji.

Biatka sa liniowymi polimerami zbudowanymi z jednostek monomeru
zwanych aminokwasami. Funkcja biatka zalezy bezposrednio od jego
trojwymiarowej struktury. Biatka spontanicznie skladaja si¢ w trojwymiarowe
struktury, ktore sa okresSlone przez sekwencje aminokwaséw w polimerze
biatkowym. Bialka s3 przykltadem przejscia od jednowymiarowego $wiata
sekwencji do tréjwymiarowego $wiata czasteczek zdolnych do roznych dziatan.

Biatka zawieraja szeroki zakres grup funkcjonalnych: alkohole, tiole,
tioetery, kwasy karboksylowe, karboksamidy 1 rézne grupy =zasadowe.
W potaczeniu w rdéznych sekwencjach ten zestaw grup funkcyjnych odpowiada za
szerokie spektrum funkcji biatka. Reaktywno$¢ chemiczna zwigzana
z tymi grupami jest niezb¢dna do funkcjonowania enzymow, biatek katalizujacych
okreslone reakcje chemiczne w uktadach biologicznych. Biatka moga wchodzié¢
w interakcje ze sobg oraz z innymi biologicznymi makroczasteczkami, tworzac
ztozone zespoly. Biatka w tych zespotach moga dziata¢ synergicznie, generujac
mozliwosci, ktorych nie zapewniaja poszczegélne biatka skladowe.
Zespoly te obejmujg uktady makroczasteczkowe, ktore przeprowadzaja doktadna
replikacje DNA, transmisj¢ sygnatow w komorkach i wiele innych niezbednych
procesow.

Niektore biatka sg do$¢ sztywne, podczas gdy inne wykazuja ograniczong
elastycznos¢. Sztywne jednostki moga funkcjonowac jako elementy strukturalne
w cytoszkielecie (rusztowanie wewnatrz komorek) lub w tkance Iaczne;.
Czegsci biatek o ograniczonej elastycznos$ci moga dziata¢ jako zawiasy, sprezyny
1 dzwignie, ktore sa kluczowe dla funkcji biatka, laczenia biatek ze sobg i innymi
czasteczkami w zlozone jednostki oraz do przekazywania informacji w obrebie
komorek 1 miedzy nimi.



1.1 Aminokwasy

Aminokwasy sa podstawowym budulcem biatek, a-aminokwas zawiera
centralny atom wegla(a-wegiel), ktory jest potaczony z grupg aminowa, grupe
kwasu karboksylowego, atom wodoru i charakterystyczng grupe R (tzw. tancuch
boczny). Te grupy sg polaczone z tetraedrycznym atomem wegla tworza chiralny
a-aminokwas, ktory moze istnie¢ w dwoch postaciach odbicia lustrzanego,
zwanych L 1 D izomerem co przedstawiono na Rysunku 2:

L isomer D isomer

Rysunek 2 Izomery L i D aminokwasu. Litera R odnosi si¢ do tancucha bocznego.
Izomery L i D to wzajemne odbicie lustrzane /5]

Jedynie izomer L jest obecny w biatkach, poniewaz jest lepiej rozpuszczalny
niz racemat izomerow L i D. Dla wigkszosci bialek, izomer L ma konfiguracje
absolutng S. Na Rysunku 3 przedstawione sg strzatki przeciwne do kierunku ruchu
wskazowek zegara, ktore wskazuja na najwyzszy 1 najnizszy priorytet
podstawnikoéw w zwigzku chiralnym.

Rysunek 3 Konfiguracja absolutna S aminokwasu L /5/

Aminokwasy w roztworze o neutralnym pH wystepuja gtownie jako
dipolarne jony (zwane takze obojnaczymi). W formie dipolarnej grupa aminowa
jest protonowana (-NHs"), a grupa karboksylowa jest deprotonowana (-COO").
Stan jonizacji aminokwasu zmienia si¢ w zalezno$ci od pH: w kwasnym
srodowisku grupa aminowa (-NH3") jest protonowana a grupa karboksylowa
(-COOH) nie jest zdysocjonowana. Wraz ze wzrostem pH kwas karboksylowy
w poblizu punktu izoelektrycznego pKa.=2 oddaje proton. Forma dipolarna zostaje
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utrzymana do pH=9, gdzie protonowana grupa aminowa traci proton.
Na Rysunku 4 przedstawiono zalezno$¢ stanu jonizacji aminokwasu od warto$ci
pH otoczenia:

.. O b | e gru p y

~ Forma dipolarna
deprotonowane

_ Obie grupy
" protonowane

Stezenie

pH

Rysunek 4 Stan jonizacji aminokwasu w funkcji pH /57

W biatkach spotykanych jest dwadziescia rodzajow tancuchow bocznych

roznigcych sie wielkoscig, ksztaltem, tadunkiem, zdolnoscia do wigzania
wodorowego, hydrofobowym charakterem 1 reaktywno$cia chemiczng.
Aminokwasy mozna podzieli¢ na 4 podstawowe grupy:

1.

Hydrofobowe aminokwasy z niepolarnymi grupami R (glicyna, alanina,
walina, leucyna, izoleucyna, metionina, prolina, tryptofan, fenyloalanina).
Aminokwasy polarne z neutralnymi grupami R, z nieréwnomiernie
rozmieszczonym tadunkiem (cysteina, seryna, treonina, tyrozyna,
glutamina, asparagina).

Dodatnio natadowane aminokwasy z grupami R, ktére maja fadunek
dodatni przy fizjologicznym pH (lizyna, arginina, histydyna).

Ujemnie naladowane aminokwasy z grupami R, ktoére maja ujemny fadunek
w fizjologicznym pH (kwas asparaginowy, kwas glutaminowy);

11
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Rysunek 5 Struktury wybranych aminokwasow /5]

1.2 Laczenie aminokwasOw - wigzanie peptydowe

Biatka sg liniowymi polimerami utworzonymi przez potaczenie grupy
a-karboksylowej jednego aminokwasu z grupa o-aminowg innego aminokwasu.
Przyktadowe struktury aminokwaséw przedstawiono na Rysunku 5.
Ten rodzaj wigzania nazywa si¢ wigzaniem peptydowym lub wigzaniem
amidowym 1 jest wigzaniem kowalencyjnym. Tworzeniu dipeptydu z dwoch
aminokwasoéw towarzyszy odwodnienie, czyli utrata czasteczek wody [6].
Podczas wigzania jeden z aminokwasow tworzy grupe karboksylowa (poprzez
utrate grupy hydroksylowej) za$ drugi aminokwas traci ze swojej grupy aminowej
czasteczke wodoru. Grupa hydroksylowa jest zastgpowana przez azot w ten sposob
powstaje wigzanie peptydowe. Rozmieszczenie tadunku po stronie azotu i wegla
powoduje powstanie dipola elektrycznego, co sprawia, ze wigzanie to jest sztywne.
Pozostate wigzania atoméw wegla, znajdujacych si¢ wewnatrz kazdego
aminokwasu, moga swobodnie si¢ obraca¢. Stad potaczenie wielu aminokwasow
tworzy sztywny tancuch wokot wigzania peptydowego, ktore sg potaczone
elastycznymi wigzaniami we¢glowymi. Tworzenie wigzania peptydowego zostato
zobrazowane na Rysunku 6.

Mozliwo$¢ zginania i obracania lancucha pozwala na tworzenie wielu
skomplikowanych konformacji. Rownowaga tej reakcji lezy po stronie hydrolizy
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a nie syntezy w wigkszosci przypadkow stad biosynteza wigzan peptydowych
wymaga wktadu energii [7]. Wigzania peptydowe sa kinetycznie stabilne, poniewaz
stopien hydrolizy jest do$¢ niski (wigzanie peptydowe jest bardzo dlugotrwate).
Formalne wigzanie peptydowe powstaje w rybosomach, ktore katalizujg proces
tworzenia wigzania.
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+H3N'/.’ m\ﬁ;/. 3 + +H3N ~ n\(l:{u ) _ +H3|\|// \\ﬁx \}C// \O + H20
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wigzanie
peptydowe

Rysunek 6 Tworzenie wigzania peptydowego z utrata czasteczki wody /5]

Podstawowymi makrostrukturami ztozonymi z aminokwasow sa: peptydy
(potaczenie z minimum 2 reszt aminokwasowych), oligopeptydy (ztozone do
10 reszt aminokwasowych), polipeptydy (ztozone z powyzej 10 reszt
aminokwasowych) [8]. Biatka sg skomplikowanymi strukturami, zbudowanymi
z szeregowo polaczonych reszt aminokwasow liczonych w tysigcach. W kazdym
organizmie schemat budowy biatek jest taki sam; w genomie, ktory odzwierciedla
doktadng sekwencj¢ aminokwaséw, znajduja si¢ kodony charakteryzujace
poszczegdlny aminokwas. Ta sekwencja aminokwasow stanowi dane biatko
o poszczegdlnych wihasciwosciach. Tak wigc tworzenie biatek polega
na nieskonczonej kombinacji 1 wigzaniu aminokwaséw a grupy peptydowe
w biatkach tworza szkielety. Rodzaj dolaczonej grupy peptydowej do danego
aminokwasu, powoduje zginanie 1 zwijanie si¢ czasteczki w ztozone struktury.

1.3 Struktury biatek

Biatka sktadaja si¢ z jednego lub wigcej tancuchow polipeptydowych,
polimeréow 1 reszt aminokwasowych. Wyrdézni¢ mozna cztery podstawowe,
poziomy strukturyzacji bialek; pierwszo-, drugo-, trzecio-i czwartorzgdowa.

a) Struktura pierwszorzedowa biatka to sekwencja liniowa aminokwasow
w tancuchu polipeptydowym, opisuje kolejnos¢ aminokwaséw w danym
biatku.

b) Struktura drugorzedowa biatka to tr6jwymiarowa konformacja
poszczeg6lnych czegsci polipeptydu, wyrdzniamy dwie konformacje
przestrzenne struktury drugorzedowej biatka: a-helise (powstala po
spiralnym, prawoskretnym zwinigciu fancucha polipeptydowego,
utrwalona wigzaniami wodorowymi), oraz f-harmonijka (powstala po
przestrzennym rozktadzie aminokwasow, w wygladzie przypominajaca
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pofalowang kartke, utrwalona wigzaniami wodorowymi) [9], dodatkowo
wyroznic mozna trzeci element strukturalny biatek;
PB-zakret, czyli fragment struktury biatkowej umozliwiajacy zwrot kierunku
tancucha polipeptydowego, co umozliwia geste upakowanie biatek.

¢) Struktura trzeciorzegdowa to wzajemna, tréjwymiarowa organizacja
sktadowych czgsci struktury drugorzedowej (a-helisy, B-harmonijki
1 pozostatych zmiennych fragmentéw), utrwalona wigzaniami
wodorowymi, wigzaniami Van der Waalsa, oddzialywaniami jonowymi
oraz mostki dwusiarczkowe.

d) Struktura czwartorzedowa biatka to najbardziej skomplikowany poziom
strukturyzacji, pozwalajacy na opisanie budowy biatek. Charakteryzuje
wzajemng, trojwymiarowg organizacje¢ potaczonych ze soba m.in.
fragmentoéw polipeptydu niezwigzanych zadnym wigzaniem oraz grup
protetycznych, czyli niebiatkowych sktadnikow protein (np. enzymy) [10].
Struktura czwartorzgdowa dotyczy tylko tych bialek, ktore sktadaja sig
z co najmniej dwoch tancuchoéw polipeptydowych (podjednostek), sg to tak
zwane biatka subunitowe (wielopodjednostkowe). Biatka te mogg sktada¢
si¢ z takich samych (homoeryczne) lub roéznych (heterohemiczne)
podjednostek.

Biatka, ktore sg wydzielane przez komoérke lub sg przytwierdzone do
zewnatrzkomoérkowej powierzchni blony plazmatycznej, moga podlega¢ bardziej
ekstremalnym warunkom niz te wystepujace w biatkach wewnatrzkomoérkowych.
Wigzania kowalencyjne stabilizujg te biatka, laczac okreslone aminokwasy
w obrebie polipeptydu lub miedzy tancuchami polipeptydowymi z wieloma
podjednostkami. Zazwyczaj takie polaczenie bgdzie kowalencyjnym wigzaniem
siarka — siarka, ktore utworzy si¢ miedzy grupami (—SH) dwoch reszt cysteinowych,
ktore znajduja si¢ w bliskiej odleglosci od ztozonego biatka. Te kowalencyjne
wigzania, nazywane wigzaniami disiarczkowymi, nie wplywaja na konformacj¢
biatka 1 powstaja dopiero po zakoficzeniu skladania. Dzialaja zatem w celu
zabezpieczenia konformacji i zwigkszenia stabilno$ci biatka [11].

Wigkszos¢ bialek ma ksztalt kulisty, istniejg jednak inne rodzaje biatek,
np. biatka wiokniste. Wtokniste, wydtuzone w swym ksztalcie biatka pelnig
w komorce gléwnie role strukturalng. Wiokna wraz z mikrotubulami
i mikrofilementami (ktére skladaja si¢ z biatek o ksztalcie kulistym) tworza
w komorce swoisty cytoszkielet. Innym przyktadem biatek o ksztatcie innym niz
kulisty jest elastyna, w ktorej polipeptydy tworzg usiatkowang strukturg.
Kolagen natomiast (zawierajacy bialka wldkniste) tworzy struktury, zbudowane
z potrdjnej helisy, podobne do ulozonych wzdtuz kabli, chronigc tym samym
komorke [12].
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1.4 Podziat i funkcje biatek

Biatka mozna podzieli¢ na dwie gldwne grupy: biatka proste (sktadajace si¢
wylacznie z aminokwasow) i1 ztozone (sg to proste biatka potaczone z substancja
niebiatkowg stanowiacg grupe prostetyczng uaktywniajace biatko). W Tabela 1
przedstawiono ogolny podzial bialek ze wzgledu na budowe 1 sktad:

Tabela 1 Podzial biatek

Bialka proste:

Albuminy

Globuliny

Gluteiny

Prolaminy

Histony

Globiny

Protaminy

Albuminoidy
(Skleroproteiny)

Biatka obojetne, hydrofilowe, rozpuszczalne
w rozcienczonych roztworach soli. Przyktadami sa albumina
surowicy, albumina mleka i albumina jaja kurzego.

Sa  nierozpuszczalne @~ w  wodzie, ale  rozpuszczalne
w rozcienczonych obojetnych roztworach soli. Stanowig gléwna
czes$¢ osocza krwi, odpowiedzialne za funkcje odpornosciowe. Do
tej grupy zaliczane sg immunoglobuliny.

Biatka roslinne, rozpuszczalne w rozcienczonych kwasach i
zasadach,  nierozpuszczalne @~ w  wodzie 1  obojetnych
rozpuszczalnikach. Przyktadem jest gluteina sktadnik pszenicy.
Biatka roslinne, rozpuszczalne w 70% alkoholu, nierozpuszczalne w
wodzie, alkoholu  bezwodnym 1 innych  oboj¢tnych
rozpuszczalnikach. Gtownie biatka petiace funkcje zapasows.

Sa rozpuszczalne w wodzie i bardzo rozcienczonych kwasach,
nierozpuszczalne w rozcienczonym wodorotlenku amonu. Sktadnik
chromatyny w jadrze komorkowym [13].

Sa przyktadami histonow, ale sg czesto wyodrebniang grupa,
poniewaz nie sa zasadowe jak histony i nie s3 wytracane
wodorotlenkiem amonu, np. globiny w hemoglobinie.

Najprostsze biatka, duze polipeptydy bogate
w podstawowe aminokwasy, sa zasadowe. Rozpuszczalne
w wodzie lub wodorotlenku amonu. Pelnig wazng funkcje
w spermatogenezie [14].

Sa nierozpuszczalne we wszystkich obojetnych rozpuszczalnikach,
rozcienczonych kwasach oraz zasadach, wystepuja w tkankach
podporowych, takich jak kos$ci, chrzastki, rogi, paznokcie itp.
(przyktadami sa m.in. keratyna, kolagen)
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Bialka zlozone:
Kombinacje prostych podstawowych biatek: protamin lub histonow
z kwasami nukleinowymi (DNA lub RNA) zwigzane kowalencyjnie
Nukleoproteiny | lub jonowo. Wykazuja rozpuszczalno$¢ w rozcienczonym NaCl.
Przyktadem sg rybosomy biorace udziat w produkcji innych biatek w
procesie translacji.
Glikoproteiny to proste biatka potaczone z weglowodanami
(glikozoaminoglikany - GAGQG). Glikozaminoglikany moga by¢
kwasem hialuronowym, siarczanami chondroityny lub heparyna.
Glikoproteiny w swym skladzie obejmuja mniej niz 4%
weglowodandéw. Niektore biatka osocza, takie jak fibrynogen,
Glikoproteiny i transferryna sa glikoproteinami zawierajacymi rozne ilo$ci
mukoproteiny = weglowodanow.
Mukoproteiny zawieraja ponad 4% weglowodanow.
Wickszos¢ mukoprotein jest rozpuszczalna w wodzie, np. te
znajdujagce  si¢ w  surowicy, bialko jaja  kurzego.
Sa obecne w Sciggnach, kosciach i chrzastce.
Bialka kwasowe, zawieraja kwas fosforowy, 1acza si¢
Fospoproteiny = z wapniem, dlatego wystepuja przy urazach kostnych. Przykltadem
jest kazeina biatko zwierzece stanowiagce 75% sktadnikow mleka.
Proste biatka potagczone z barwnymi grupami prostetycznymi,
glownie hemoproteinami np. hemoglobing, flawoproteinami
Chromoproteiny i cytochromami. Przyktadem jest rodopsyna barwnik znajdujacy sie
w siatkowce oka, odpowiedzialna za nocne widzenie.
Skladajag si¢ z bialek potaczony z kwasami tluszczowymi.
Rozpuszczalne w rozpuszczalnikach organicznych
Lipoproteiny 1 nierozpuszczalne w wodzie. Metabolizujg thuszcze. W sktad tych
biatek wchodzi m.in. cholesterol (HDL i LDL) oraz trdjglicerydy.
Biatka zawierajace pierwiastki metaliczne, takie jak zelazo, kobalt,
mangan, cynk, obecne m.in. w ferroksydazie (miedz), transferynie
Metaloproteiny | (zelazo). Biatka hemowe zawierajace zelazo, ktore sa klasyfikowane
jako chromoproteiny, sa rowniez zaliczane do tej grupy.

Biatka s3 odpowiedzialne za szereg skomplikowanych biochemicznie
reakcji Tabela 2 w tym odpowiedzi immunologicznej w zywych organizmach.
Sa jedna z najliczniejszych grup makromolekul organicznych w zywych systemach.
Ich struktury oraz funkcje odbiegaja od siebie, ale kazda pojedyncza komorka
zawiera tysigce biatek, ktore sg swoiscie wyspecjalizowane w swoich rolach.
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Tabela 2 Przyktady bialek i ich funkcje

Rodzaj bialka:

Enzymy

Hormony

Biatka
transportowe

Biatka
budulcowe

Immunoglobuliny

Biatka
receptorowe

Biatka
motoryczne

Rola:
Katalizatory reakcji biochemicznych (np. enzymy trawienne: np.
amylaza slinowa (trawienie weglowodandw), lipaza trzustkowa
(rozktad trojglicerydow do kwasow trzustkowych i glicerolu).

Czasteczki sygnatowe; reguluja, modyfikujg i kontrolujg dziatanie
innych komorek w organizmie: np.
weglowodandéw), kortykotropina (pobudzanie kory nadnerczy do
funkcji wydzielniczej) [15].

insulina (metabolizm

Bialka transportujace zwigzki chemiczne do komorek i tkanek, np.
hemoglobina (transport tlenu we krwi), transferryna (transport
zelaza we krwi).

Sktadniki budulcowe tkanej, np. kolagen (glowny sktadnik
strukturalny w tkankach tacznych, znajduje si¢ m.in. w chrzastce
stawowej), elastyna (rozciaggliwe biatko hydrofobowe budujace
m.in. Sciggna, naczynia i tkanke ptucng), keratyna (budulec skory
oraz jej wytworoOw: rogow, wtoséw, paznokci).

Biorg udziat w odpowiedzi immunologicznej, wydzielane przez
pobudzone limfocyty B sa makromolekutami rozpoznajacymi
antygeny (bakterie, wirusy lub ich cze$ci), np. IgG (wiaza biatka
patogenowe i ich pochodne), IgE (wywotuja reakcje alergiczne,
odpowiedzialne za zwalczanie pasozytow) [16].

Biatka uczestniczace w przekazywaniu impulséw nerwowych,
wystepujg w neuroprzekaznikach.

Biatka generujace ruch przy wykorzystaniu energii z hydrolizy
ATP, np. aktyna (zapewnia zmiany ksztattu i ruchy komorek),
miozyna (odpowiedzialne za skurcz tkanki mi¢$niowej), kinezyna
(biatko odpowiedzialne za
organelli).

transport wewnatrzkomorkowy
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2. Metody wytwarzania cienkiej warstwy polimerowej na powierzchni

Powlekanie podtozy za pomoca metody spin coating’u jest powszechng
technikg naktadania cienkich warstw na podtoza. Gdy roztwoér danego materiatu
1 rozpuszczalnika jest wirowany z duza predkoscia, sita dosrodkowa i napiecie
powierzchniowe cieczy tworzag rownomierne  pokrycie  powierzchni.
Po odparowaniu jakiegokolwiek, pozostatego rozpuszczalnika pozostaje warstwa
o grubosci od kilku nanometréw do kilku mikronéw. Na Rysunku 7 przedstawiono
etapy powlekania powierzchnia statych metodg spin coating’u:

e Najpierw podloze jest pokrywane roztworem zawierajagcym czasteczki
rozpuszczone w rozpuszczalniku (1).

e Nastepnie podloze obraca si¢ z duzg predkoscia, a wiekszos$¢ roztworu jest
odrzucana z boku (2).

e Nastepnie odparowuje wigkszos$¢ rozpuszczalnika, pozostawiajac warstwe

(3), ktora catkowicie wyschnie, pozostawiajac czasteczki na powierzchni
podioza (4).

Obrot podtoza z duza predkoscia, zwykle osiggajacym 10 obrotéw
na sekunde (600 rpm), powoduje powstanie sity dosrodkowej, ktora w potaczeniu
z napigciem powierzchniowym roztworu, prowadzi do ciaglego pokrycia
powierzchni podtoza w rOwnomierng warstwe materiatu. W trakcie pokrywania,
rozpuszczalnik odparowuje, pozostawiajagc pozadany materiat na powierzchni
podtoza w rGwnomiernym pokryciu.
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Rysunek 7 Przyktad powlekania obrotowego matej czasteczki w roztworze z
zastosowaniem dozowania statycznego.
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3. Adsorpcja bialek

Makromolekuty biologiczne, czyli biomolekuly to bialka, kwasy
nukleinowe czy polisacharydy. Czasteczki te uczestniczg w réznych reakcjach
w tym reakcjach wigzania. Wiele biatek posiada w swej budowie miejsca wigzania,
do ktoérych adsorbuja inne czgsteczki zwane ligandami, dochodzi¢ wtedy moze
réwniez do reakcji specyficznych jak wigzanie biatko-biatko (np. CRP-aCRP).
Biatka jako samodzielne molekuty moga same adsorbowaé do réznych
powierzchni, mozna wyr6zni¢ kilka rodzajow wigzania si¢ biatek do powierzchni,
czgsto jest to proces nietrywialny w swej naturze. Dzieki zdolno$ci biatek do
adsorpcji do roznych powierzchni i1 wigzania si¢ specyficznie z innymi
czasteczkami, maja one szerokie zastosowanie w roéznego rodzaju biosensorach
nazywanych tez bioczujnikami, stuzacymi do wykrywania okreslonych produktow
procesow biologicznych lub elementéw nieorganicznych. Czesto biatka po
adsorpcji do powierzchni i unieruchomieniu mogg zmieni¢ swoja konformacje co
w konsekwencji prowadzi do zmian w ich aktywnosci biologiczno-chemicznej
a tym samym wilasciwosci. Stanowi to utrudnienie w wyborze podtoza wiazacego
dane biatko przy budowie biosensora.

3.1 Immobilizacja protein

Jak juz wczesniej wspomniano, biatka to skomplikowane w swej budowie
1 funkcjach makromolekuty, ktorych wlasciwosci wcigz sg badane. Biatka znalazty
swoje zastosowanie m.in. w Dbioczujnikach, ktére staly si¢ narzedziami
diagnostycznymi, uzywanymi w celu pozyskania informacji o funkcjach
i interakcjach biatek. Glownym etapem w procesie konstrukcji bioczujnikéw jest
immobilizacja biatka na powierzchni podloza o duzej gestosci, co umozliwia
wykorzystanie matych objetosci badanego roztworu.

side-on tail-on head-on flat-on

Rysunek 8 Orientacje zaadsorbowanego przeciwciata IgG na powierzchni: side on —
biatko cze$ciowo aktywne, tail on - biatko aktywne, head on — biatko nieaktywne, flat on
— biatko nieaktywne [17]
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Waznym jest by badany analit wigzat si¢ specyficznie z warstwa na podtozu
w celu poprawy wydajnosci bioczujnika oraz by jego aktywno$¢ biologiczna
zostata zachowana (brak deformacji strukturalnych). Podstawowe metody
immobilizacji bialek bazuja na trzech mechanizmach: fizycznej adsorpcji, wigzaniu
kowalencyjnym i wigzaniu specyficznym. Na podstawie Rysunku 8 w konteks$cie
adsorpcji przeciwciala IgG na powierzchni, mozna wyr6zni¢ cztery roézne
orientacje: "side on", "tail on", "head on" oraz "flat on". W przypadku "side on",
biatko jest czeSciowo aktywne, podczas gdy w orientacji "tail on" mamy
do czynienia z biatkiem aktywnym. Z kolei w przypadku orientacji "head on" oraz
"flat on", biatko jest nieaktywne.

1

\/Z /
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wigzanie fizyczne wigzanie kowalencyjne wiazanie specyficzne

1

L amam

Rysunek 9 Mechanizmy immobilizacji biatek do podtoza. Opracowanie wlasne na
podstawie /18]

Molekuly znajdujace si¢ w warstwie bioczujnika determinujg rodzaj
czasteczek, ktore beda wykrywane, stad waznym jest, aby dobor podioza jak
1 samych biatek byt kompatybilny; jest to wazny warunek dla selektywnosci
1 swoisto$ci wybranego urzadzenia.

Mechanizmy immobilizacji biatek na powierzchni podloza sa kluczowe
w procesie tworzenia bioczujnikéw. W zaleznosci od rodzaju powierzchni 1 biatka,
mozliwe sg rdzne sposoby immobilizacji, takie jak wigzanie kowalencyjne,
adsorpcja elektrostatyczna, adsorpcja fizyczna lub chemiczna adsorpcja.
W celu uzyskania stabilnych 1 wydajnych bioczujnikdéw, istotne jest zrozumienie
mechanizméw immobilizacji bialek oraz wybdr optymalnej metody w zaleznosci
od danego przypadku. Na Rysunku 9 przedstawiono procesy immobilizacji biatek
do podtoza.
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3.1.1 Fizyczna adsorpcja

Biatka moga adsorbowa¢ na podtozu poprzez sity mie¢dzyczasteczkowe
(wigzania jonowe oraz oddziatywania hydrofobowe i polarne). Rodzaj dzialajace;j
sity migdzyczasteczkowej, bedzie zalezal od konkretnego biatka 1 rodzaju podtoza.
Tak powstata monowarstwa proteinowa jest heterogeniczna i zorientowana losowo,
poniewaz kazda czasteczka moze tworzy¢ wiele kontaktow w réznych orientacjach
w celu zminimalizowania oddzialywan odpychajacych z podtozem i wcze$niej juz
zaadsorbowanymi biatkami. Upakowanie o wysokiej gestosci moze sterycznie
blokowaé¢ aktywne miejsca biatek, zaklocajac ich wlasciwosci funkcjonalne.
Wigzanie fizyczne biatek do podloza poprzez adsorpcje jest procesem zaleznym
od sit van der Waalsa. Jednakze, powierzchnie podtoza modyfikowane SAM-ami
(Selt-Assembled Monolayers) moga wplyna¢ na stabilno$¢ adsorpcji poprzez
zwigkszenie liczby miejsc, w ktorych biatka moga si¢ przytaczy¢ do powierzchni,
co zwigksza ich powierzchni¢ i specyficznos¢. Dodatkowo, SAM-y moga wplynaé
na wlasciwos$ci powierzchni, takie jak hydrofobowos$¢ czy hydrofilowos¢, co moze
wplynaé na adsorpcj¢ biatek. Przyktadowo, modyfikacja powierzchni podloza za
pomocg SAM-6w o hydrofilowych wtasciwosciach moze zwickszy¢ adsorpcje
biatek, poniewaz utatwia to interakcje miedzy biatkami a powierzchnig podioza.
W zaleznosci od wlasciwosci SAM-6w 1 warunkoéw adsorpcji, proces ten moze
prowadzi¢ do zwigkszenia stabilno$ci adsorpcji biatek, co moze mie¢ wplyw
na wydajnos$¢ i skuteczno$¢ procesu immobilizacji biatek na powierzchni podtoza
[19][20].

Glownymi wadami mechanizmu fizycznej adsorpcji s3: losowa orientacja
1 stabe wigzanie, poniewaz biatka moga by¢ usuwane przez niektore bufory lub
detergenty podczas pracy urzadzenia.

3.1.2 Wiagzanie kowalencyjne

Najczescie] biatka sg zaadsorbowane do powierzchni poprzez wigzania
kowalencyjnie, co wigze si¢ m.in. z immobilizacjg za pomocg dostepnych grupy
funkcyjnych odstonigtych aminokwasow. Wigzania kowalencyjne powstaja
glownie migdzy odstonigtymi taficuchami bocznymi grup funkcjonalnych bialek z
odpowiednio zmodyfikowanymi no$nikami, co powoduje nieodwracalne wigzanie
1 wytwarza wysokie pokrycie powierzchni. W Tabela 3 przedstawiono grupy
funkcyjne biatek bioragce udzial w immobilizacji z grupami funkcyjnymi
powierzchni do ktérych sie wigzg. Wigzanie chemiczne przez tancuchy boczne
aminokwasow ma charakter losowy, poniewaz opiera si¢ na resztach znajdujacych
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si¢ na zewnatrz biatka. Przylaczenie moze zachodzi¢ jednocze$nie przez wiele
reszt, zwigkszajagc  heterogeniczno$§¢  wsrdod  unieruchomionych  biatek.
Wigzanie chemiczne moze mie¢ charakter kierunkowy, oznacza to, ze mozna
osiggna¢ uporzadkowanie unieruchomienie w wyniku reakcji z grupami
aminokwasowymi, ktore nie sg aktywne lub biorg udziatu w wigzaniu do podioza
[21]. Specyficzna immobilizacja wymaga funkcjonalizacji czasteczek, adaptacji
powierzchni lub obu proceséw jednoczesnie. Ukierunkowane unieruchomienie,
mozna uzyska¢ poprzez wykorzystanie w strukturze biatka, pojedynczego,
reaktywnego aminokwasu. Zatem, biatka mozna adsorbowaé¢ do podiozy
w uporzadkowany sposdb, zachowujac odtwarzalno$¢ i trwato$¢ konformacji.
Funkcjonalne grupy aminokwaséw pokazane w Tabeli 3 mozna zastosowaé do
bezposredniego chemicznego sprzggania z odpowiednimi rodzajami grup
funkcjonalnych powierzchni. Na przyktad reszty pochodzace z aminokwasu lizyny
sa najczesciej wykorzystywanymi punktami tgczenia, poniewaz sg one zazwyczaj
obecne na zewnatrz struktury biatka. Z powodu ich duzej ilosci moga wystepowac
wielopunktowe wigzania danego nosnika (grupy funkcyjnej podtoza), zwigkszajac
heterogenicznos$¢ i ograniczajac elastycznos¢ konformacyjng biatka [18].

Tabela 3 Grupy funkcyjne biatek i podtoza stosowane do immobilizacji metoda wigzania
chemicznego [18].

Powierzchnia Grupy boczne bialek Aminokwasy
kwas karboksylowy
epoxy -NH» Lys
aldehyd
estry (NHS)
maleimid -SH Cys
disiarczek pirydylu
amina -COOH Asp, Glu
epoxy -OH Ser, Thr

I.  Grupa aminowa (-NH>)

Jak wspomniano wyzej reszty lizyny sa najczesciej wykorzystywanymi
punktami zakotwiczenia, poniewaz sg one zwykle obecne na zewnatrz biatka.
N-hydroksysukcynimid (NHS) jest najczgsciej stosowanym S$rodkiem do
sprzggania z grupami aminowymi bialek, tworzac stabilne wigzania amidowe [22].
Estry NHS reaguja z grupami nukleofilowymi bialek, tworzac silne wigzanie
amidowe. Koniecznym jest, aby biatka znajdowaty si¢ w buforze o niskiej sile
jonowej, nastepnie sa osadzane z roztworu na dang powierzchni¢. Tworzenie
stabilnych wigzan drugorzgdowych amin polega na zredukowaniu nietrwalej
zasady Schiffa, prowadzac tym samym do jej stabilizacji, powstaje ona poprzez
reakcje migdzy grupami aminowymi a aldehydowymi [23].
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II.  Grupa tiolowa (-SH)

Cysteina w swej budowie zawiera grupe tiolowa, wykorzystywang do
tworzenia wewngetrznych wigzan disiarczkowych przyczyniajacych sie¢ do
stabilnosci biatka. W przeciwienstwie do lizyny, cysteina jest rzadziej
wystepujacym  aminokwasem ~w  biatkach, stad prawdopodobienstwo
unieruchomienia jest mniejsze. Do tego celu wykorzystywany jest maleimid,
ktérego wigzanie podwojne ulega reakcji przylaczania z grupami tiolowymi biatek
tworzac trwale wigzania tioeterowe (reakcja wystepuje w pH 6.5-7.5), [24].
Schemat reakcji przedstawiono na Rysunku 10. Maleimid charakteryzuje si¢
rozktadem w $rodowisku wodnym, co moze powodowac ograniczenia
w sterowaniu reakcja, stad dobrym zamiennikiem jest nierozpuszczalny w wodzie
disiarczek pirydylu, ale reakcje w jego obecno$ci wymagaja srodowiska wodno-
organicznego.

o=\ SH 0= s
Q . ®/ _mese 4|\Q\\O/®

Reagent maleimidowy Grupa tiolowa na bialku ‘Wiazanie tioeterowe

Rysunek 10 Schemat reakcji taczenia maleimidu z grupa tiolowa (-SH). R- oznacza
reagent, P-oznacza biatko. Opracowanie wlasne na podstawie [25]

III.  Grupa karboksylowa (-COOH)

Immobilizacja za pomoca grup karboksylowych polega na wykorzystaniu
kwasow asparaginowego 1 glutaminowego, ktore s3 glownymi grupami
powierzchniowo czynnymi bialek. Proces ten umozliwia unieruchomienie biatka
poprzez wigzanie kowalencyjne migdzy grupg karboksylowa biatka a odpowiednim
nosnikiem, co prowadzi do tworzenia stabilnego kompleksu. Opracowano metod¢
unieruchomienia bialek na podiozu aminowych zZeli agarozowych z aminami
o niskiej warto$ci pH, w buforze o niskiej sile jonowej, gdzie adsorpcja jonowa
zostata przeksztalcona w wigzanie [26].

IV.  Grupa epoksydowa

Wykorzystanie grup epoksydowych daje mozliwo$§¢ manewrowania
w $rodowiskach obojetnych 1 wodnych z racji ich stabilno$ci. Unieruchomienie
biatka na podlozu epoksydowym ma charakter dwuetapowy poprzez: adsorpcje
biatka i reakcj¢ bocznych grup aminokwasowych biatka z grupami epoksydowymi
podioza. Ograniczeniem w stosowaniu tej metody jest wymog uzycia wysokiej sity
jonowej w celu promowania fizycznej adsorpcji biatek, co niekiedy jest trudne
w przypadku innych biatek, czutych na takie warunki. Dostgpne na rynku nos$niki
epoksydowe rowniez niosg ze sobg ograniczenia w unieruchamianiu bialek.
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W literaturze znaleziono doniesienia o zaprojektowaniu wielofunkcyjnych
no$nikéw z dwoma ugrupowaniami, zawierajacych grupy zdolne do promowania
fizycznej adsorpcji oraz grupy epoksydowe, ktore umozliwiaja kowalencyjne
wigzanie. Celem byto poprawienie wydajnos$ci unieruchomienia i stabilnos$ci biatek
immobilizowanych na podtozu [27], dlatego zaproponowano modyfikacje podtozy
epoksydowych, grupami promujacymi wigzanie fizyczne (m.in. aminy i kwas
miedziowo-iminodioctowy). Dodatkowo badano nos$niki amino-epoksydowe
z grupami epoksydowymi promujacymi wigzanie kowalencyjne, na warstwie
etylenodiaminy promujacej wigzanie fizyczne. Wyniki badan wykazaty, ze no$niki
te wykazuja wigkszg szybko§¢ unieruchamiania biatek w poréwnaniu do
konwencjonalnych podtozy [27] [28].

3.1.3 Wigzanie specyficzne

Na powierzchni biatek znajduja si¢ miejsca, do ktoérych moze przylaczac sig
ligand lub miejsce wigzania na powierzchni innego, kompatybilnego biatka.
Wigzanie biatko-ligand lub biatko-biatko jest preferencyjnym rodzajem wigzania
niekowalencyjnego, zachodzacego m.in. za pomocg sity Van der Waalsa, wigzania
wodorowego lub jonowego. Dzigki temu rodzajowi osadzania biatek do
powierzchni otrzymuje si¢ jednorodng i zorientowang powierzchni¢ biatek,
koniecznym jest, aby wczesniej do substratu zaadsorbowane zostaly ligandy lub
kompatybilne biatka za pomoca wigzania kowalencyjnego lub poprzez fizyczng
adsorpcje.

I.  (Strept)awidyna-biotyna

Streptawidyna jest tetramerycznym biatkiem o masie okoto 60 kDA
izolowanym z bakterii Streptomyces avidinii. Bialko to skltada si¢ z czterech
identycznych  tancuchéw  polipeptydowych stad nazwa tetrameryczny.
Streptawidyna 1 homologiczne biatko awidyna majg zdolno$¢ do wigzania do
czterech czasteczek biotyny o wysokim powinowactwie (stata dysocjacji
Ka=10"1 M). Jest to wigzanie, ktore stanowi paradygmat wigzania ligand-biatko o
wysokim powinowactwie [29]. To specyficzne wigzanie spowodowato, ze uktad
(strept)awidyna-biotyna jest szeroko stosowany do znakowania biomolekut,
oczyszczania, unieruchamiania i modelowania. Zardwno streptawidyna, jak
1 awidyna sg tetramerami, moga one formowac tetramery koniugatéw biotyny,
z ktoérymi si¢ wigzag [30]. Powinowactwo biotyny do (strept)awidyny wynika
z komplementarno$ci ksztattu miejsc wigzacych do ksztaltu czasteczki biotyny,
dodatkowo w miejscu wigzania biotyny tworzg si¢ wigzania wodorowe
z o§mioma resztami aminokwasowymi, tworzace tzw. pierwsza powtoke wigzania.
Druga powloke wigzania wodorowego tworza pozostale reszty aminokwasowe
biatka oddziatujagce z resztami aminokwasowymi powloki pierwszej [31].
Miejsce wigzace biotyn¢ jest hydrofobowe, kontakty i interakcje hydrofobowe
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biotyny w tych miejscach sg zwigzane sig Van der Waalsa, co rowniez odpowiada
za wysokie powinowactwo biotyny do (strept)awidyny.

Biotyna inaczej witamina H to witamina wyst¢pujaca we wszystkich
zywych komorkach. Wigzanie z awidyng wymaga bicyklicznego pierscienia; grupa
karboksylowa w tancuchu bocznym kwasu walerianowego (wystepujacy
w czasteczce biotyny) nie jest zaangazowana i mozna ja zmodyfikowaé w celu
wygenerowania odczynnikow biotynylujacych, stosowanych do sprzegania
z bialkami. Z racji, ze biotyna jest mala czasteczka, jej sprz¢zenie z innymi,
wigkszymi czasteczkami nie wplywa na zmiany konformacyjne, rozmiar ani
funkcjonalnos$¢. Ester (NHS) biotyny jest najczesciej stosowanym odczynnikiem
biotynylujacym do docelowych grup aminowych, gdzie hydrazyd biotyny mozna
stosowac do celowania w grupy weglowodanowe lub karboksylowe [32].

Unieruchomienie systemu bialek (strept)awidyna-biotyna sktada si¢ z kilku
etapow, podczas ktoérych powstaje wielowarstwa. Po pierwsze (strept)awidyna jest
unieruchomiona na powierzchni poprzez wigzanie: kowalencyjne, adsorpcje
fizyczng lub specyficzne wigzanie z odczynnikami biotyny wprowadzonymi na
powierzchni¢. Nastepnie biotynylowane biatko jest unieruchomione na
powierzchni dzigki interakcji (strept)awidyna-biotyna.

Yyvy

CmC o0 immobilizacia | )
" o = @ immobilizacja EE g a bt . E:E E} E E]
: ‘ ‘ i , + pr " ! : "

(strepta)awidyny iala

— —

Rysunek 11 Wigzanie wykorzystujace wigzanie specyficzne uktadu (strept)awidyna-
biotyna. Opracowanie wtasne na podstawie /33/

Uktad (strept)awidyna-biotyna ma wiele zalet, m.in. szeroka dostgpnos¢
biotynylowanych bialek, oddzielne etapy unieruchomienia oraz mozliwos¢
kontrolowania gestosci powierzchni miejsc wigzania. Schemat powstania
specyficznego wigzania (strept)awidyna-biotyna przedstawiono na Rysunku 11.

II.  Sprzeganie ligandow

Jednokierunkowe unieruchomienie bialek stosowane jest w celu
przeciwdziatania  heterogenicznosci poprzez losowe sprzeganie biatek.
Jak wspomniano wcze$niej, biotynylacja biatek (np. przeciwcial) przez grupy
weglowodanowe powoduje jednokierunkowe unieruchomienie molekut [34].
Stosowane sg rowniez enzymy w celu wytrawiania fragmentow przeciwciat
powodujac redukcje wigzania dwusiarczkowego we fragmencie Fab. Powstaja
wtedy pojedyncze fragmenty Fab’, ktore moga zosta¢ zwigzane kowalencyjnie
w sposob ukierunkowany do podtoza za pomocg tioli, (np. w bioczujniku) [35].

Uzycie ,,przechwytujacych” przeciwcial lub uktadow, w celu
ukierunkowanej orientacji ligandu jest rodzajem wigzania specyficznego biatko-
ligand. Zastosowany uklad musi charakteryzowaé si¢ wysokim stopniem
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powinowactwa do ligandu w celu osiagniecia stabilnego kompleksu. Dodatkowo,
taki uktad nie moze zaburza¢ funkcji lub miejsca wigzania ligandu. Standardowy
uktad wychwytujacy powinowactwo ztozony jest z kowalencyjnie zwigzanego
przeciwciala zwigzanego z ligandem, bedacym przedmiotem badan.
Przechwytujace przeciwciato jest unieruchamiane na podlozu przy zastosowaniu
procedury sprzegania aminy, powoduje to ,,dezaktywacje” takiego przeciwciala,
natomiast nie brakuje ,,aktywnych” przeciwciat w uktadzie.

O O
| o—NO *  ligand NHy, —— \vLNH o

Rysunek 12 Reakcja sprzggania aminy

Procedura immobilizacji ztozona jest z trzech etapéw w przypadku
konstrukcji bioczujnikow: aktywacji (wprowadzenie do uktadu czastek wigzacych
si¢ kowalencyjnie z podtozem czujnika), sprzegania (wprowadzenie ligandu
wiazacego si¢ z powierzchnig czujnika) i dezaktywacji (wprowadzenie roztworu
referencyjnego z czasteczkami thumigcymi aktywne grupy powierzchniowe).

Reakcja sprzegania aminy przedstawiona na Rysunku 12 to jedna z metod
umozliwiajacych immobilizacj¢ biatek na powierzchni podloza. Biatka zawieraja
wiele grup aminowych, ktoére moga reagowac z réznymi substratami, w tym
z grupami epoksydowymi, karboksylo- i aldehydowymi, co umozliwia ich
immobilizacj¢ na powierzchni podtoza. Reakcja sprzegania aminy polega na reakcji
grupy aminowej biatka z grupg reaktywna na powierzchni podtoza, co prowadzi do
powstania  kowalencyjnych  wigzan migdzy biatkiem a  podiozem.
Taka immobilizacja jest bardziej trwala i stabilna niz immobilizacja oparta na
fizycznej adsorpcji.

III.  Biatko A / biatko G - system immunoglobulin G

Unieruchomienie przeciwcial za pomoca biatka A/G zalezy od specyficzne]
interakcji z regionem statym Fc przciwciala IgG. Zastosowanie tej metody
immobilizacji zapewnia, ze miejsce Wwigzania przeciwciala, znajdujace si¢
w regionie zmiennym Fab, pozostaje dobrze dostgpne do wigzania si¢ z antygenem.
Wada unieruchomienia za pos$rednictwem biatka A jest brak kontroli nad orientacja
samego biatka A; dlatego przedstawiono rézne podejscia w celu uzyskania wyzszej
kontroli orientacji po unieruchomieniu. Tworzenie warstwy biatka A
1 unieruchomienie czgsteczek IgG mozna monitorowaé za pomocg metody
spektroskopii  SPR 1 topografii AFM co przedstawiano niejednokrotnie
w doniesieniach literaturowych [36] [37]. Dodanie znacznika heksa-histydyny na
C-koncu biatka A. pozwala na orientacj¢ biatka A na podlozu a miejscu wigzania
swobodnie oddziatywaé z regionem Fc przeciwciata [38]. W. Lee i inni [39]
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opracowali réwniez uporzadkowang architekture warstwa po warstwie
z samoorganizujaca si¢ warstwa (SPDP) reagujaca z pierwszorzedowa aming biatka
A. Inng wadg unieruchomienia za posrednictwem biatka A jest zdolno$¢ niewielu
klas przeciwcial do wigzania biatka A. G. Tanaka i inni w swojej pracy [40]
opracowali biatko, zawierajace 3 powtarzajace si¢ domeny wigzace biatko G
1 72 powtorzenia pentapeptydu elastynowego, umozliwiajgce przylepnos¢ do
powierzchni hydrofobowych.

3.2 Czynniki wptywajace na adsorpcje¢ biatek

Podstawowym prawem rzadzacym procesem adsorpcji bialek do
powierzchni statych jest klasyczna teoria Langmuir’a dla gazoéw, pod warunkiem,
ze roztwor, z ktérego adsorbowane sg czasteczki jest wystarczajaco rozcienczony
[41]. Spontaniczna adsorpcja biatek zachodzi, kiedy uwalniana jest wigksza ilo$¢
energii niz ta pozyskiwana, zgodnie z prawem Gibbsa:

Dags G = Dgas H —TAgus S <0 (1)

gdzie:

Aads — to zmiana netto parametrow (przyjmuje wartosci ujemne dla spontaniczne;j
adsorpcji)

G — to swobodna energia Gibbsa

T — to temperatura [K]

S — to entropia [J/K]

H — to entalpia [J]

*(Aads G przyjmuje warto$ci ujemne dla spontanicznej adsorpcji)

Waznym jest dokladne scharakteryzowanie powierzchni, do ktorej
adsorbuja biatka, np. technika Mikroskopii Sit Atomowych (AFM). Odpowiednio
zmodyfikowana chemicznie powierzchnia moze shuzy¢ do manipulowania
oddziatywan miedzy biatkiem a podlozem, poprzez kontrolowanie gestosci
powierzchniowej grup chemicznych lub ligandéw [42]. Do ustalenia orientacji
biatka na powierzchni lub ilosci zaadsorbowanego biatka uzyteczna moze byc¢
Mikroskopia fluorescencyjna, dzigki zastosowaniu znacznikow fluorescencyjnych
w biatkach [43].

Biatka jako makromolekuly nie sa jedynymi czasteczkami majacymi
zdolno$¢ do adsorpcji do powierzchni statych. Biatka i inne czasteczki rywalizuja
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ze soba o miejsce wigzania na podtozu. Przebieg tego procesu opisuje efekt
Vromana: liczne i mate biatka jako pierwsze pokrywaja powierzchni¢ adsorbentu,
natomiast po czasie moga by¢ one zastgpowane przez czasteczki o wigkszym
powinowactwie do danej powierzchni, ktore moga mie¢ wigkszy rozmiar [44]. Na

Rysunku 13 uwzgledniono wplyw podtoza i budowy biatka na jego wigzanie do
podioza.
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Rysunek 13 Schematyczny widok oddziatywan biatko-podtoze. Zdefiniowano podtoze
i domeny na biatku (polarnos¢, fadunek, hydrofobowos¢) [41]

3.1.2  Srodowisko zewnetrzne

Pierwszym czynnikiem wplywajacym na proces adsorpcji biatek do
powierzchni, jest wptyw srodowiska zewngtrznego, elementami nalezacymi do tej
grupy sa m.in.: pH, sila jonowa, temperatura oraz bufor. Srodowisko zewnetrze ma
zasadniczy wplyw na zachowanie molekut biatek.

Wptyw pH powoduje zmiane stanu elektrostatycznego biatek tj.
rozmieszczeniu tadunku na powierzchni biatka: przy pH réwnemu punktowi
izoelektrycznemu (pl) biatka, tadunki na jego powierzchni réwnowaza si¢ co
powoduje zobojetnienie elektryczne czasteczki. Kiedy warto$¢ pH jest nizsza niz
pl biatka (pH<pl) to dochodzi do rozmieszczenia ladunku dodatniego na
powierzchni biatka, w pH wyzszym niz pl (pH>pI) dochodzi do sytuacji odwrotne;j
tj. molekuta biatka zostaje naladowana ujemnie [45]. Istotnym czynnikiem jest
rowniez tadunek znajdujacy si¢ na podiozu, do ktorego adsorbujg biatka, jezeli
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powierzchnia jest rowniez natadowana to procesem adsorpcji rzadzi prawo
Coulomba opisujace oddziatywania elektrostatyczne. Biatka posiadajace tadunek
elektrostatyczny moga rowniez oddziatywaé¢ migdzy soba (oddziatywania
lateralne) podczas adsorbowania do powierzchni, co moze skutkowaé
zwigkszeniem gestosci bialek na powierzchni, badz przeciwnie, zmniejszeniem
gestosci  zaadsorbowanych  protein. Jest to spowodowane wzajemnym
przycigganiem lub odpychaniem biatek obdarzonych tadunkiem.

Sita jonowa zwigzana jest z dlugoscig Debye’a, ta natomiast zwigzana jest
z odlegltoscia thumienia potencjatu elektrycznego statego tadunku w elektrolitach.
Wraz ze wzrostem sity jonowej malejg oddzialywania elektrostatyczne migdzy
natadowanymi czasteczkami. Stad odwrotnie natadowane biatka w stosunku do
powierzchni, tatwiej do niej adsorbuja, natadowane tak samo adsorbuja trudnie;j.
Dodatkowo duza sita jonowa powoduje agregacje wigkszych biatek [46].

Temperatura ma wptyw zarowno na stan rdOwnowagi, jak i na kinetyke
adsorpcji biatek [47]. Zwigkszenia szybkosci adsorpcji mozna si¢ spodziewaé
z powodu przyspieszonej dyfuzyjnosci biatek w kierunku powierzchni sorbentu.
Glownag sita napedowa adsorpcji biatek jest przyrost entropii wynikajacy
z uwalniania zaadsorbowanych na powierzchni czasteczek wody 1 jonow soli oraz
z reorganizacji strukturalnych wewnatrz biatka [48] [49]. Wraz ze wzrostem
temperatury  wzmozona jest dyfuzja biatek w  kierunku podtoza.
Zmiana temperatury powoduje modyfikacje konformacyjna biatka co ma wptyw na
adsorpcje, wtedy ros$nie entropia sprzyjajaca adsorpcji (Réwnanie 1).

Bufor moze mie¢ znaczacy wptyw na proces adsorpcji biatek, poniewaz
wplywa na pH roztworu, sil¢ jonowa oraz wlasciwosci powierzchni adsorpcyjnej.
Odpowiedni dobor buforu 1 jego stezenie moze sprzyjac¢ adsorpcji biatek do podtoza
poprzez zapewnienie optymalnych warunkéw pH 1 sity jonowej, ktore sprzyjaja
oddziatywaniom migdzy biatkami a powierzchnig adsorpcyjng. Z drugiej strony,
nieprawidlowy wybdr buforu lub jego stezenie moze prowadzi¢ do niepozadanych
skutkow, takich jak konkurencja jonow buforowych z biatkami o miejsce na
powierzchni adsorpcyjnej lub denaturacja biatek. Odpowiedni dobor buforu oraz
jego koncentracja moze sprzyja¢ adsorpcji bialek do podtoza, zdarza sig, ze jony
znajdujace si¢ w buforze moga konkurowac z biatkiem o miejsce na podtozu [50]
co jest efektem niepozadanym.

3.2.2 Wtasciwosci biatek i ich wptyw na adsorpcje

Biatka to skomplikowane makromolekuty ztozone z 20 naturalnie
wystepujacych aminokwaséw jako komoérek monomerycznych oraz tancuchow
bocznych (np. fosforany, oligosacharydy Iub lipidy). Klasyfikujac biatka pod
wzgledem ich oddzialywan z adsorbentem, nalezy uwzgledni¢ takie cechy jak:
rozmiar, stabilno$¢ struktury oraz sktad.
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Pierwotna struktura biatka wptywa na jego aktywno$¢ powierzchniowa, tzn.
dana sekwencja aminokwaséw wplywa na oddzialywania biatko-podtoze. Wigksze
biatka wchodzg w reakcje z podtozem dzigki duzej liczbie miejsc na swojej
powierzchni [51] co schematycznie przedstawiono na Rysunku 14.

Rysunek 14 Wptyw wielkos$ci biatka na interakcje z podtozem. (Schemat uproszczony:
nie uwzgledniono struktury biatka). Opracowanie wlasne na podstawie [51]

Pod wplywem zmian tadunku aminokwaséw w biatku moze doj$¢ do zmian
struktury biatka, czyli konformacji. Na skutek zmian konformacyjnych biatka na
jego powierzchni moga zosta¢ wyeksponowane aminokwasy o rdéznych
wlasciwosciach, co wplywa na rodzaj wigzania biatkka z podiozem.
Biatka ze wzgledu na swoja skomplikowang strukture moga si¢ ,,zwija¢” badz
,rozwijac¢”, co rbwniez wplywa na adsorpcj¢. Rozwijanie biatka moze spowodowacé
odstonigcie miejsc z ktorymi dojdzie do interakcji z podtozem, stad biatko silniej
si¢ zwigze [52]. Zmiany w Srodowisku, w ktérym znajduje si¢ roztwor biatkowy,
takie jak pH czy sita jonowa moga wplywac¢ na konformacje¢ biatek, analogicznie
biatka zmieniaja swa strukture podczas kontaktu z podtozem, zachowujac swa
aktywnos¢ biologiczng w nieznacznie zmienionym stopniu (np. przeciwciata po
adsorpcji do podtoza, zachowuja zdolno$s¢ do wigzania antygenow). Zmiany
konformacyjne po kontakcie z podlozem zachodzg stopniowo tj. na poczatku
czasteczka ,,kontaktuje si¢” z minimalng liczbg miejsc na podtozu, biorg w tym
udziat najbardziej odstonigte aminokwasy na  powierzchni  biatka.
Wraz ze wzrostem czasu przebywania biatka na powierzchni, moze si¢ ono
»fozwija¢” w swej strukturze, tym samym eksponujac wewnetrzne grupy funkcyjne
1 reagowac z innymi miejscami wigzacymi na podtozu.

Reasumujgc wraz ze wzrostem czasu przebywania czasteczki biatka na
powierzchni, ros$nie ilo§¢ miejsc wigzania biatka z podlozem, co zmniejsza
prawdopodobienstwo desorpcji. Zmiany konformacyjne biatka mogg nastgpowac
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réwniez na skutek zmian stezen w roztworze. Przy niskich stezeniach, biatka nie
oddziatuje ze soba, lecz z podlozem, przy wysokim st¢zeniu biatka dodatkowo
oddziatuja ze soba, ilo$¢ miejsca na podlozu dostgpnego do oddziatywania
z biatkiem zmniejsza si¢, co skutkuje mniejszym rozwini¢ciem struktury biatka.

Rysunek 15 Wptyw rozwijania si¢ biatka na adsorpcje. (Schemat uproszczony: nie
uwzgledniono struktury biatka). Opracowanie wlasne na podstawie /51]

Mate 1 sztywne biatka (np. PB-laktoglobulina lub a-chymotrypsyna),
ze wzgledu na swa budowe wykazuja niewielka podatno$¢ na zmiany
konformacyjne po adsorpcji do podtoza [53] [54]. Bialka o $rednim rozmiarze (np.
biatka osocza krwi: albumina, transferyna, immunoglobuliny), sa podatne na
zmiany konformacji po adsorpcji do podtoza. Zmiany konformacji po adsorpcji
biatek do powierzchni skutkuja uwydatnieniem konkretnych wtasciwosci biatek
takich jak: hydrofilowo$¢/hydrofobowos¢, polarnosé/niepolarnos¢ lub tadunek
elektrostatyczny [55], schemat wplywu rozwijania bialka na absorpcje
przedstawiono na Rysunku 15.

Biatka charakteryzujace si¢ wysoka masa czasteczkowa
(lipoproteiny 1 glikoproteiny) wykazujg nietrwatos¢ strukturalng (fatwose
w zmianie konformacji) co wigze si¢ z preferencyjnoscig adsorpcji do powierzchni
o roéznych wiasnosciach, np. lipoproteiny tatwo adsorbuja do powierzchni
hydrofobowych a glikoproteiny, z racji obecnosci hydrofilnych glikandéw, latwiej
adsorbuja do powierzchni hydrofilowej [56].

W mieszaninach bialek zachowanie adsorpcji jest czesto wynikiem
nakladania si¢ roznych procesow takich jak dyfuzja, oddzialywania
elektrostatyczne itp. Male bialka dyfundujg szybciej niz duze i adsorbujg jako
pierwsze do powierzchni w poczatkowej fazie adsorpcji. Duze biatka wigza si¢
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silniej z powierzchnia z powodu wicksze] powierzchni kontaktu 1 moga
powodowac odpychanie wstepnie zaadsorbowanych, mniejszych biatek [57].

3.2.3 Wiasnosci powierzchni i jej wptyw na adsorpcje

Oprocz wlasciwosci biatek, na ich adsorpcje wplywaja rowniez wtasciwosci
powierzchni, na ktorej si¢ osadzajg. Waznym jest w medycynie, przy wytwarzaniu
nowych, biokompatybilnych materialow, sluzacych jako implanty, aby nie
dochodzito do dziatan niepozadanych (infekcje, interakcje z komoérkami), poniewaz
adsorpcja bialek do implantow moze powodowaé odpowiedZz immunologiczng
organizmu podczas zmian konformacyjnych biatka [58]. Do wlasciwosci
powierzchni zaliczane s3 m.in. polarno$¢, energia powierzchniowa, morfologia
1 tadunek. Bialka eksponujace dodatnio natadowane regiony chetniej adsorbuja do
powierzchni ujemnie natadowanej, tak wigc biatka ,preferuja” przyleganie do
materialdw o wysokim napigciu powierzchniowym, do niepolarnych oraz do
obdarzonych tadunkiem substratow. Niepolarne podloza destabilizujg biatka
1 przyczyniaja si¢ do ich zmian konformacyjnych na skutek adsorpcji [59].
Badania pokazuja, ze chropowatos¢ powierzchni ma wpltyw na ilo$¢
zaadsorbowanego biatka; zwigkszajac chropowatos¢ powierzchni zwicksza si¢
wysycenie powierzchni biatkiem [60] spowodowane wigksza powierzchnia
w poréwnaniu z gltadkimi substratami. Nie tylko topografia odgrywa istotng role
w interakcji biatko-podioze, rowniez sktad chemiczny powierzchni jest bardzo
wazny. Okresla on grupy funkcjonalne znajdujace si¢ na powierzchni, z ktérymi
moga reagowaé grupy funkcjonalne znajdujace si¢ na bialku. Przyktadowo
pasywowane powierzchnie metaliczne odstaniajg jony metalu i tlenu. Inng metoda
dostosowywania chemicznego powierzchni do ktérych adsorbowane sg bialka jest
ich silanizacja, za pomocag silanow zawierajacych grupge aminowg lub
chlorosilanow zawierajacych grupe hydroksylowa. Dzieki temu zabiegowi,
podtoza krzemowe, szklane lub modyfikowane plazmg tlenowa mozna
modyfikowa¢ w celu wydajniejszej adsorpcji biatek do ich powierzchni. Potencjat
powierzchniowy wptywa na strukture i sktad roztworu elektrolitu na granicy faz
podloze-roztwor, przeciwjony przyciagane s3 do powierzchni a wczesniej
izotropowe ulozone czasteczki wody porzadkuja si¢ na powierzchni adsorbentu.
Woda wiagze si¢ zardwno z podtozem jak 1 z biatkami, co powoduje zmiang¢ energii
catkowita uktadu.

W przypadku roztworow wielobiatkowych waznym jest m.in.
w implantologii, by wiedzie¢, ktore biatka znajduja si¢ na powierzchni materiatu.
Przy osadzaniu biatek z wielosktadnikowego roztworu, moze dojs¢ do
preferencyjnego osadzania biatek na podtozu. Zmienne zwigzane z aktywnos$cig
powierzchniowa 1 dostepnoscig czasteczek biatka na podtozu okreslajg profil
czasteczek na powierzchni. Czasteczki zblizajac si¢ do powierzchni adsorbentu
konkuruja o miejsce, ktéorego dostepnos¢ z czasem maleje. W roztworach
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jednosktadnikowych te same bialka odpychaja si¢, natomiast w rozworach
wielosktadnikowych moze dochodzi¢ do wzajemnego przyciagania odmiennych
bialek. Biatka o matych rozmiarach i w roztworach o niskim st¢zeniu dotrg i zwiaza
si¢ z powierzchnig jako pierwsze. Czasteczki o wigkszym rozmiarze oraz wickszym
powinowactwie do podtoza, ktore zblizg si¢ do powierzchni (juz zajetej) pozniej,
moga spowodowac desorpcje wezesniej zwigzanych biatek, dochodzi wtedy do ich
wymiany. Powierzchnia zostaje wysycona biatkami o najwigkszym
powinowactwie (efekt Vromana) [61].

3.3 Desorpcja i wymiana biatek

Desorpcja jest zjawiskiem odwrotnym do adsorpcji; wczesniej
zaadsorbowane na powierzchni czasteczki odlaczaja si¢. Podczas desorpcji
dochodzi do réwnoczesnego zerwania kontaktu biatka z podtozem, proces ten jest
bardzo powolny lub do niego nie dochodzi, poniewaz musza zaj$¢ drastyczne
zmiany w $rodowisku (obnizenie pH, zwigkszenie sily jonowej). Duze biatka
tworza wigksza ilo§¢ kontaktéw z podlozem, co dodatkowo komplikuje proces
zerwania wszystkich wigzan z podtozem. Czysta desorpcja czasteczek biatka jest
mniej prawdopodobna, zazwyczaj dochodzi do wymiany biomolekul na
powierzchni podtoza. Schematyczny proces wymiany bialek na powierzchni
przedstawiono na Rysunku 16:

> . o

Rysunek 16 Proces wymiany biatek na powierzchni. (Schemat uproszczony; nie
uwzgledniono struktur biatek). Opracowanie wtasne na podstawie [41]

3.4 Bioczujnik - proces adsorpcji bialek

W przypadku mikrofluidycznych uktadow, odpowiednim formatem dla
wieloelektrodowych uktadow stosowanych w impedymetrii jest format oparty na
mikrolitograficznie wytworzonych, elektrod sensorowych. Kazdy element
czujnikowy ukladu sktada si¢ z pary przeciwnych elektrod platynowych, ztotych
lub z tlenku indowo-cynkowego (ITO) o zdefiniowanej dtugosci, szeroko$ci oraz
odlegtosci miedzy nimi. W tej pracy zastosowano gotowe podioza szklane
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z elektrodami ITO firmy Ossila S161, o wymiarach kanalu W x L: 30 mm x 50 pm
i grubosci elektrod ITO 100 nm. Schematyczny uklad podltoza wraz
z zaadsorbowanymi biatkami przedstawiono na Rysunku 17:

element

roz poznawczy\

Y ___ bio-receptor
——

e Y . A [ — S ¥
elektroda ITO - == = elektroda ITO +
R . —
polimer
szkto

" ac )
NS

Rysunek 17 Schematyczny rysunek uktadu podtoza szklanego z elektrodami ITO,
polimerem i biatkami podczas przeplywu antygenow

Immunobiosensor mozna wytworzy¢ przez kowalencyjne unieruchomienie
biatka, np. pierwotnej lub wtdornej IgG (immunoglobuliny G) na podtozy szklanym
z elektrodami ITO/ztotymi z naniesionym polimere, do ktérego adsorbujg
inkubowane biatka. Aby unieruchomi¢ biatka na podtozach z cienka warstwa
polimeru, wytworzony roztwor danego biatka o zagdanym stezeniu nanosi si¢ na
powierzchni¢ i inkubuje w danym czasie, po ktérym powierzchnia wysycana jest
bialkiem. W przypadku biatka IgG na powierzchni, do ktorej adsorbuje mozna
dodatkowo zastosowac silany np. APTES (3-aminopropyl) trietoksysilan - jest to
aminosilan, ktory jest gtownie stosowany jako dyspergator. APTES przylacza
grupe aminowg do funkcjonalnego silanu w celu biokoniugacji, poprawiajac tym
samym adhezj¢ bialek [62].
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4. Zastosowane metody badawcze

4.1 Spektroskopia Impedancyjna

Spektroskopia impedancyjna (IS) to metoda elektrochemiczna, ktéra moze
by¢ wykorzystana do wykrywania biatek na powierzchni Metoda ta polega na
zmierzeniu impedancji elektrody w obecnosci badanego biatka na jej powierzchni.
Impedancja elektrody zalezy od wtasciwosci fizykochemicznych powierzchni
elektrody oraz od wlasciwosci warstwy biatkowej na jej powierzchni.
Aby przeprowadzi¢ pomiary impedancyjne na powierzchni elektrody, nalezy
wprowadzi¢ elektrod¢ zanurzong w elektrolicie do komorki pomiarowe;,
a nastepnie zanurzy¢ powierzchni¢ elektrody z biatkiem w roztworze elektrolitu.
Nastepnie, na elektrodzie aplikuje si¢ sygnat o niskiej amplitudzie
1 zmiennym napigciu elektrycznym AC (2-10mV). W odpowiedzi na ten sygnat
elektrody generowane sg prady, ktore prowadza do zmiany napig¢cia na elektrodzie.
Na podstawie pomiaréw impedancji elektrody w zalezno$ci od czestotliwosci
sygnatu, mozna okresli¢ parametry elektrody i warstwy bialkowej, takie jak
pojemno$¢, opdr, reaktywnos$¢ chemiczna. Wykrycie obecnosci biatka na
powierzchni elektrody odbywa sie¢ poprzez zmian¢ impedancji elektrody
w obecnosci biatka. Wigksza ilo$¢ biatka na powierzchni elektrody prowadzi do
zmniejszenia impedancji elektrody. W ten sposob, analiza zmian impedancji
elektrody pozwala na wykrycie obecnosci biatka na powierzchni [63].

Metode te stosuje sie rowniez do badania mechanizméw reakceji
elektrochemicznych, pomiaru wlasciwosci dielektrycznych 1 transportowych
materiatdéw, badania wtasciwosci porowatych elektrod lub badania powierzchni
pasywnych (badanie oporu warstwy pasywnej powstalej na powierzchni metalu),
bada¢ mozna rowniez materiaty biologiczne (w tym biatka) [64] [65].

Prawo Ohma opisuje zdolno$¢ elementu obwodu do oporu przeptywu pradu
elektrycznego. Prawo Ohma definiuje opor (R) w stosunku napiecia (U) i pradu (I):

R=7 (1)

Chociaz jest to dobrze znany zwiazek, jego uzycie jest ograniczone tylko do
jednego elementu obwodu - idealnego rezystora. Idealny rezystor ma kilka
wlasciwosci:

e jest zgodny z prawem Ohma na wszystkich poziomach pradu
1 napigcia.

e jego wartos¢ rezystancji jest niezalezna od czestotliwosci.

e prad ptynacy przez rezystor jest w fazie z napigciem, poniewaz opOr
elektryczny jest staly (prad zalezy wtedy jedynie od napigcia).

Jednak elementy rzeczywistego obwodu wykazuja znacznie bardziej
ztozone zachowanie. Zmusza to do odejScia od prostej koncepcji rezystancji,
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a zamiast niej, uzywana jest impedancja. Podobnie jak rezystancja, impedancja jest
miarg zdolnosci obwodu do oporu przeplywowi pradu elektrycznego,
ale w przeciwienstwie do rezystancji, nie jest ograniczona przez wymienionych
powyzej wilasciwosci. Impedancja jest zwykle mierzona przez przylozenie
zmiennego potencjalu do uktadu elektrochemicznego, a nastgpnie pomiar pradu
ptynacego przez ten uktad.

Jesli do probki zostanie przylozony zmiennopradowy sygnat napigciowy
o malej amplitudzie:

U(t) = Eycos (wt) (2)
gdzie:
U(t) — potencjal w czasie t [V],
t—czas [s],
Up — amplituda sygnatu [V],

o — czestotliwos¢ kotowa (o = 2nf, £ — czgstotliwosc) [Hz]);

To odpowiedzig uktadu na ten sygnat bedzie odpowiedz pradowa
wyrazona rOwnaniem:

I(t) = Iycos (wt + @) (3)

gdzie:
I(t) — natezenie pradu w czasie t [A],
t—czas [s],
Io — amplituda sygnatu [A],
o — czestotliwos¢ kotowa (o = 2nf, £ — czestotliwosé) [Hz]),
¢ — kat przesunigcia fazowego;

Impedancja [Z] jest wyrazona wzorem:

- vO_ , tan(p)
- I(t) o ZO cos(wt+e) (4)

gdzie:
Z — impedancja,
Zo — modut impedancji (lub |Z)),

¢ — kat przesunigcia fazowego;
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Jesli zastosujemy zmiennopradowy sygnat o okreslonej czestotliwosci do
uktadu elektrochemicznego, ktory poczatkowo znajduje si¢ w rownowadze, to jego
odpowiedz zostanie wyrazona w postaci pradowej. Jednak amplituda tej
odpowiedzi bgdzie mniejsza niz amplituda sygnatu wejsciowego z powodu oporu
badanej probki. Ponadto, odpowiedz ta bedzie przesuni¢ta w fazie wzgledem
sygnatu wejsciowego.

W zaleznosci od rodzaju procesu (dyfuzja, przeniesienie fadunku itp.) stata
czasowa rozni si¢ dla danego kazdego z nich, stad odpowiedz uktadu bedzie zalezeé
od czestotliwosci sygnatu. Dzigki temu mozna identyfikowac dane procesy.

Impedancja elektrochemiczna jest zazwyczaj badana za pomoca sygnatu
wzbudzenia o niskiej amplitudzie (zwykle 1-10 mV), co pozwala uzyskac liniowa
odpowiedz probki. Poniewaz prad w probce jest zazwyczaj mierzony tylko przy
czestotliwoscei sygnalu wzbudzenia, niemozliwe jest zaobserwowanie nieliniowej
odpowiedzi probki na staty sygnat pradowy. Na Rysunku 18 przedstawiono krzywa
prad/napiecie uktadu pseudoliniowego:

Zenie

Natg

Rysunek 18 Przyktad krzywej prad/napigcie dla uktadu pseudoliniowego [66]

W ukladzie liniowym (lub pseudoliniowym) odpowiedz pradowa na
potencjat sinusoidalny bedzie sinusoidg o tej samej czgstotliwosci, ale przesunietej
w fazie co przedstawiono ponizej (Rysunek 19):
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przesuniecie
fazowe

Rysunek 19 Sinusoidalna odpowiedz pradowa w ukladzie liniowym z wykre§leniem
przesuniecia fazowego [67]

Wykreslony zastosowany sygnat sinusoidalny E(t) na osi X wykresu oraz
sygnatl odpowiedzi sinusoidalnej I(t) na osi Y da wynik owalny. Ten owal znany
jest jako ,,figura Lissajous” (Rysunek 20). Analiza liczb Lissajousa na ekranach
oscyloskopowych byta przyjeta metoda pomiaru impedancji przed udostgpnieniem
nowoczesnej aparatury EIS [68].

I)\

—r———

. 9 [
E+dE
Rysunek 20 Krzywa Lissajous [68]/
Zgodnie z rownaniem Eulera:
exp(jp) = cos ¢ + jsin ¢ (5)

Mozna wyrazi¢ impedancje¢ jako funkcje ztozong, wtedy potencjal jest
wyrazony jako:

E(t) = Ejexp(jwt) (6)
A odpowiedz pradowa przyjmie postac:

I(t) = lyexp (jwt — @) (7)
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Impedancja jest wtedy reprezentowana jako liczba zespolona:
E . o .
Z(w) = 7= Zyexp(jo) = Zy(cosp + sinjo) = Re(Z)(w) + jIm(Z)(w) (8)

Czgs$¢ rzeczywista impedancji Re(Z) (inaczej rezystancja) to prad ptynacy
w fazie z napigciem, a czg¢$¢ urojona Im(Z) (inaczej reaktancja) to prad przesunigty
w fazie o £ 90°.

Jesli rzeczywista cze$¢ zostanie wykre§lona na osi X wzgledem czesci
urojonej wykreslonej na osi Y, wowczas otrzymany wykres jest tzw. ,,wykresem
Nyquista”. Na tym wykresie o§ Y jest ujemna, a kazdy punkt wykresu Nyquista
odpowiada impedancji przy jednej czestotliwosci. Dane o wyzszej czgstotliwosci
znajduja si¢ po prawej stronie, podczas gdy dane o niskiej czestotliwosci znajduja
si¢ po lewej stronie tego wykresu. Na wykresie Nyquista impedancje mozna
przedstawi¢ jako wektor (strzatka) o dlugos$ci (Z). Kat miedzy tym wektorem a osig
X powszechnie nazywany ,katem fazowym” wynosi ¢. Na Rysunku2la
wykreslono wykres Nyquista, ktory wynika z obwodu elektrycznego Rysunku21b
potkole to cechy charakterystyczne pojedynczej ,,stalej czasowe;”.

a) b)

-ImZ ) R

> ReZ

Rysunek 21 Wykres Nyquista (a) przedstawiajacy wektor impedancji IZI dla prostego
obwodu o pojedynczej statej czasowej (b) z 1 rezystorem i 1 kondensatorem o
pojedynczej statej czasowej. Sktadowa rzeczywista impedancji, ReZ, jest wykres§lona na
osi x; sktadowa urojona, -ImZ, jest wykreslona na osi y. ¢ to kat fazowy. Na wykresie nie
pokazano czestotliwosci katowej @. Przy niskiej czestotliwosci (np. @ = 0) impedancja
jest rowna R (rezystancji) [69]

Metoda spektroskopii impedancyjnej byla glowna metoda badawcza
stosowang w tej pracy w celu zidentyfikowania parametru przedstawiajacego
zaadsorbowanie do powierzchni polimerowej bialka.

W celu uzyskania doktadnych wynikéw, pomiary za pomocg tej metody sa
wykonywane w szerokim zakresie czgstotliwosci, co pozwala na uzyskanie
surowych danych liczbowych. Dzigki temu, mozna doktadnie zbada¢ zachowanie
probki w zalezno$ci od czestotliwos$ci 1 okresli¢ jej impedancje w roznych
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warunkach. Jednakze, takie surowe dane wymagaja dalszej analizy i obrébki w celu
uzyskania bardziej przejrzystych wynikéw interpretowanych z punktu widzenia
teorii elektrochemicznej. Interpretacje ogoélnego znaczenia tych zmian wielkosci
1 faz czgsto uzyskuje si¢ poprzez obliczenie rzeczywistych i urojonych sktadnikow,
a w niektorych przypadkach dopasowanie rzeczywistych wartosci do
wyidealizowanego modelu. Konwencjonalnie modele majg posta¢ obwodow, do
ktorych oprogramowanie porownuje dane pomiarowe. Model R (RC) sktada si¢
z trzech elementow: rezystancji roztworu, kondensatora miedzyfazowego oraz
rezystora miedzyfazowego przenoszenia tadunku. Rezystancja roztworu
odpowiada za opor przeptywu pradu w roztworze, kondensator miedzyfazowy
dziala jak kondensator w obwodzie elektrycznym, a oporno$¢ miedzyfazowa
przenoszenia ladunku jest reprezentowana przez rezystor. Takie podejscie
umozliwia modelowanie zachowania elektrody w elektrochemicznych systemach
pomiarowych.

Procesy elektrochemiczne i fizyczne mozna analizowa¢ za pomoca IS
poprzez interpretacje ich jako elementéw elektrycznych o okre§lonych statych
czasowych. Przyktadem takiego elementu jest warstwa podwojna na elektrodzie,
sktadajaca si¢ z elektrody o okre§lonym ladunku i warstwy zlozonej z jonow
o przeciwnym tadunku, ktéora mozna interpretowa¢ jako kondensator.
Dielektryk (np. polimer) umieszczany jest miedzy okladkami (elektrodami)
kondensatora, nastepnie na powierzchni polimeru mozna zaadsorbowac biatka (np.
Immunoglobuliny G, streptawidyng, BSA). Tak przygotowane podloze szklane
z elektrodami ITO, polimerem i warstwa biatka umieszczane jest w ukladzie
mikrofluidycznym z przewodami, przez ktore wprowadzi¢ mozna do ukiadu
roztwor, np. antygenow. Mierzy si¢ odpowiedz impedancyjng w danym zakresie
czestotliwosci, podczas przeplywu nad powierzchnie biosensora roztworu danych
bialek w czasie, mozna tym samym uzyska¢ informacj¢ o przebiegu
m.in. immunoreakcji lub wigzan specyficznych biatko-biatko.

4.2 Spektrometria Mas Jonow Wtérnych (ToF-SIMS)

Metoda ToF-SIMS pozwolita na okreslenie w jaki sposob osadzaja si¢
badane biatka na powierzchni polimerowej w badanym uktadzie.

Spektrometria mas to technika analityczna, ktéra w chemii organicznej
stuzy do badania lub potwierdzania budowy zwigzkéw organicznych, a takze do
okreslania wlasciwosci 1 oznaczania iloSciowego zwigzkéw wystepujacych
w mieszaninie [70] [71]. Podstawowa zasada dziatania kazdego spektrometru,
niezaleznie od jego konstrukcji, jest jonizacja czasteczek badanej substancii,
pozwalajaca na przyspieszenie jej w polu elektrycznym w prézni. Niejednorodny
przeplyw jondéw (dodatnich lub ujemnych) dzieli si¢ na kilka skladowych
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w zaleznosci od stosunku masy do tadunku (m/z). Ze stosunku masy do tadunku
jonowego zwykle mozna wywnioskowaé, jaka jest masa czasteczkowa badanego
zwigzku chemicznego lub jego fragmentu.

W przypadku spektrometrow czasu przelotu jony wchodzace do analizatora
sg przyspieszane przez impuls elektryczny i1 zaczynaja dryfowaé przez komore
analizatora. Na koncu analizatora znajduje si¢ detektor jonow, ktory jest
podiaczony do rejestratora, ktory mierzy czas od impulsu przyspieszenia do
momentu, gdy do detektora trafi okreslony jon. Pomiar m/z opiera si¢ na fakcie,
ze wraz ze wzrostem masy czasteczkowej jondw rosng ich czasy lotu.
W spektrometrze mas jonéw wtornych jony sa emitowane, gdy powierzchnia jest
bombardowana przez energetyczne (keV) pierwotne jony (np. Bi*, Bi**, Ga*, Ceo").
W zaleznos$ci od warunkdéw rozpylania mozna wyr6zni¢ dwa tryby pracy
w SIMS: dynamiczny (d-SIMS) 1 statyczny (s-SIMS). W przypadku d-SIMS
wigksza dawka jest osadzana na analizowanej powierzchni, powodujac rozpylanie
powierzchniowe, dlatego tez d-SIMS stuzy do profilowania glebokosci lub
obrazowania 3D. W s-SIMS gestos¢ dawki jondw pierwotnych musi by¢
utrzymywana na niskim poziomie, aby zapobiec uderzeniu kazdego punktu obszaru
powierzchni wigcej niz jeden raz. Jest to spetnione dla gestosci dawki jonow
pierwotnych ponizej 10'® jonow/cm™ [72]. W dostepnej skali czasu uszkodzone;
jest mniej niz 1% goérnej powierzchni. Takie warunki pracy pozwalaja uzyskac
informacje na temat pierwotnego skladu chemicznego wrazliwych na
promieniowanie powierzchni molekularnych z najbardziej zewnetrznej warstwy
1-2 nm. Dzigki temu statyczny SIMS jest doskonata metodg analizy biomolekut na
stalych podtozach [73].

Zasada obrazowania TOF-SIMS jest do$¢ prosta: probka jest
bombardowana monoatomowymi jonami pierwszorzgdowymi (np. argon [Ar'], gal
[Ga™]) lub ztota [Au**], bizmutu [Bi**], fulerendw [Ceo" i Ceo®']) przyspieszonymi
do energii 10-25 keV, aby zdesorbowa¢ 1 zjonizowal czasteczki obecne na
powierzchni probki (~5-10 nm). Schematyczny uktad aparatury SIMS zostat
przedstawiony ponizej (Rysunek 22):
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Rysunek 22 Schematyczny uktad aparatury SIMS z analizatorem ToF [74]

ToF-SIMS jest potezna technikg badania zaadsorbowanych warstw
biatkowych na powierzchni biomaterialow. W pracy [75] wykazano, ze analiza
sktadowych gtéwnych danych ToF-SIMS moze latwo rozdzieli¢ widma bialek,
nawet dla widm, ktére sg bardzo podobne. SIMS moze by¢ wrazliwy na orientacje
lub konformacje¢ biatka na powierzchni.

4.3 Mikroskopia fluorescencyjna

Mikroskopia fluorescencyjna postuzyta do okreslenia stopnia pokrycia
warstwy polimerowej biatkiem 1 faktu zaistnienia samej adsorpcji do podtoza.

Fluorescencja to emisja $wiatta zachodzaca w ciggu nanosekund po
absorpcji  $wiatla,  ktore  zazwyczaj ma  krotsza  dlugos¢  fali.
Catkowicie odfiltrowujac wzbudzajace $wiatlo bez blokowania emitowanej
fluorescenciji, mozna zobaczy¢ tylko obiekty fluorescencyjne.
Czasteczki stosowane jako znaczniki fluorescencyjne nazywane s3 fluoroforami.
Najbardziej oddalone orbitale elektronowe w czasteczce fluoroforu okreslaja
zarobwno jej skutecznos¢ jako zwigzku fluorescencyjnego, jak i dlugosci fali
absorpcji 1 emisji. Gdy zwiazki fluorescencyjne znajduja si¢ w ,,stanie
podstawowym” pochtaniajg energie $wietlng (fotony), zmienia si¢ wtedy stan
elektronowy, stan wibracyjny i rotacyjny czasteczki. Przejscie na skutek absorpcji
energii $wiatla do stanu wzbudzenia jest procesem, ktory czasami prowadzi do
przeniesienia elektronu na inny orbital, co nastepuje bardzo szybko, zwykle
w femtosekundach. Taki proces wzbudzenia prowadzi takze do wprawienia w ruch
drgan molekularnych, w ktorych odlegtosci miedzy jadrami ulegaja zmianie
w czasie. Cala ta pochloni¢ta energia zostaje ostatecznie wyemitowana.
Relaksacja wibracyjna 1 emisja fluorescencji to gldwne $ciezki, ktorymi fluorofor
powraca do stanu podstawowego poziomu energii. Typowym podejsciem
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w mikroskopii fluorescencyjnej jest wykorzystanie zsyntetyzowanych zwiazkow
0 pewnym stopniu sprzezonych wigzan podwojnych. Takie zwigzki czgsto maja
struktury pierScieniowe (czasteczki aromatyczne) z wigzaniami 7, ktore
z tatwoscig rozprowadzaja elektrony zewnetrznych orbitali na duzym obszarze.
Zwiazki te sg optymalne dla mikroskopii fluorescencyjnej, poniewaz roznice
energii mi¢dzy stanem wzbudzonym a stanem podstawowym sg na tyle mate,
ze stosunkowo niskoenergetyczne fotony w widzialnej cze$ci spektrum
elektromagnetycznego mozna wykorzysta¢ do wzbudzenia elektronow w stan
wzbudzony [76]. Diagram Jabtonskiego przedstawiony na Rysunku 23 to graficzna
reprezentacja procesu relaksacji elektronow w czasteczkach pochtaniajacych
energi¢ $wiatta. Skfada si¢ z serii poziomych linii, ktdre reprezentuja rozne
poziomy energetyczne, oraz strzatek, ktore wskazujg na procesy relaksacji miedzy
poziomami.

p— pico 10-?s
Relaksacja

wibracyjna
S1 — ﬁ

Przejicie miedzysystemowe

HJ[”nunu

Wizbudzenie
femto Fluorescencja
(10-%s) nano (10*s) Fosforescencja
zmicro (10%s)
=3 X ;

Rysunek 23 Diagram Jabtonskiego: So, Si, S», stany elektronowe singletowe, T stan
wzbudzony trypletowy (liczby 0,1,2,3 oznaczaja poziomy oscylacyjne) /76]

Gdy fluorofor pochtania kwant §wiatta, cala energia fotonu jest przenoszona
do fluoroforu. Energia ta jest odwrotnie proporcjonalna do dtugosci fali fotonu:

E=h-c/A 9)
gdzie:
h — stata Plancka,
¢ — predkos¢ fali, A — dlugo$¢ fali §wiatta w prozni;

Jesli energia zaabsorbowanego fotonu jest wigksza niz energia potrzebna do
przej$cia ze stanu podstawowego do najnizszego poziomu energetycznego Si,
to czasteczka ulegnie zmianie wibracji, rotacji i/lub przeniesie si¢ na jeszcze
wyzszy orbital elektronowy (S>). Minimalna energia wymagana dla fluorescencji
pochodzi od fotonu, ktory moze powodowac przejscie elektronu w wyzszy stan
wzbudzony (od Sp do Sy).
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Podstawa tej metody jest napromieniowanie probki o okreslonej dtugosci
fali (poprzez zastosowanie filtrow) zaadsorbowanej przez fluorofory oraz
»zebranie” emitowanego $wiatla fluorescencyjnego (oddzielonego od S$wiatla
wzbudzonego przez filtry emisyjne) o nizszej energii [77]. Bada¢ w ten sposéb
mozna  znakowane  fluorescencyjnie bialkka na  podlozach  stalych.

Schemat mikroskopu fluorescencyjnego zostal przedstawiony ponizej
(Rysunek 24):

F 3
Filt emisyjny —p ——=

. . e |Zr6dlo swiatla
Dichroiczne lustro —Jp

Filtr wzbudzajacy

-~ Soczewki obiektywu

! o Probla

| ]

Rysunek 24 Schemat mikroskopu fluorescencyjnego /78]
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5. Zastosowane bialka

W niniejszej pracy zastosowano rézne biatka jako obiekty badawcze, w tym
BSA (albumina surowicy bydlecej), IgG (immunoglobulina G), streptawidyna,
biotyna oraz biatko CRP (biatko C-reaktywne). Kazde z tych bialek peini wazne
role w organizmie, a ich badanie ma istotne znaczenie w wielu dziedzinach, w tym
w diagnostyce medycznej, biochemii i biologii molekularnej. W niniejszej pracy
przeprowadzono analize¢ wlasciwosci elektrochemicznych tych biatek w celu
lepszego zrozumienia ich struktury i funkcji. W literaturze naukowej mozna znalez¢
wiele doniesien o badaniach wiasciwosci elektrochemicznych réznych biatek
w celu zastosowania ich w biosensorach - rozwin jak to si¢ ma do innych badan nad
biatkami odnoszac si¢ do biosensoréow oraz spektroskopii impedancyjne;.
Badania nad wlasciwosciami elektrochemicznymi biatek sg niezbedne w celu
opracowania bardziej wydajnych 1 precyzyjnych biosensorow. Oprécz
spektroskopii impedancyjnej, istniejg rowniez inne techniki, takie jak spektroskopia
fluorescencyjna, spektroskopia plazmonowa, spektroskopia w podczerwieni
1 spektroskopia mas, ktore sg stosowane w badaniach nad wtasciwosciami biatek
w biosensorach [79] [80] [81] [82]. Kazda z tych technik ma swoje unikalne zalety
1 ograniczenia, a wybor odpowiedniej techniki zalezy od specyfiki badanego biatka
1 aplikacji, do ktorej ma by¢ wykorzystany biosensor.

5.1. Albumina wotowa (BSA)

Albumina surowicy bydlecej (BSA) to albumina surowicy pochodzaca od
krow domowych. Jest to wzglednie duze biatko globularne o masie czasteczkowej
66,3 kDa 1 wymiarach 5,5%5,5%9,5 nm [83]. Punkt izoelektryczny BSA wynosi
okoto 4,6-4,7. BSA jest jednym z najczgsciej stosowanych odczynnikow
blokujacych w celu zmniejszenia interakcji niespecyficznych (np. biosensorow lub
testu immunoenzymatycznego (ELISA). Uzytym biatkiem w badaniach byto BSA
firmy VWR (Fraction V, pH=5, 96.0-100.0% protein, Acros Organics)

5.2 Immunoglobulina G

Immunoglobulina G (IgG) nalezy do rodziny antygenéw, ktora odgrywa
kluczowa rol¢ w uktadzie odporno$ciowym i jest odpowiedzialna za rozpoznawanie
1 wigzanie antygenow. IgG sktada si¢ z czterech tancuchéw peptydowych - dwéch
fancuchow ciezkich 1 dwoch tancuchow lekkich. Lancuchy polipeptydowe sa
pogrupowane w trzy regiony: jeden Fc 1 dwa Fab, ktore sa polaczone elastycznym

45



regionem zawiasowym. Lancuchy ci¢zkie wystgpuja w obu regionach Fc,
a tancuchy lekkie znajduja si¢ tylko w regionach Fab. Faldowanie tancuchow
powoduje powstanie czasteczki w ksztatcie litery Y, ktorej ,,ramiona” sg utworzone
przez regiony Fab 1 zawieraja miejsca wigzania biologicznego aktywnego
antygenu. Schemat struktury biatka IgG przedstawiono na Rysunku 25.
Masa czasteczkowa czgsteczki IgG wynosi okoto 156 kDa, a jej wymiary to
14,5%8,5%4 nm [84]. Zakres pl dla poliklonalnej kréliczej IgG wynosi 6,0-8,0.
Uzytym biatkiem w badaniach bylo krolicze IgG firmy Sigma Aldrich w postaci
proszku  (>95%). Antygenem uzytym do immunoreakcji bylo biatko
przeciwkrolicze wyprodukowane w kozie algG firmy Sigma Aldrich.

Fab region
zawiasowy

S5
Ss

Fe

c

Rysunek 25 Schemat struktury IgG: czgsé stata (C) i zmienna (V) tancucha lekkiego (L)
i cigzkiego (H). Lancuch cigzki sktada si¢ z trzech domen statych (Cy) i jednej zmiennej
(Vn) a tancuch lekki zawiera jedng domeng statg (Cvr) i jedng zmienng (Vi) /85]

5.3 Streptawidyna

Streptawidyna jest homotetramerycznym bialkiem oczyszczonym ze
Streptomyces avidinii. Jest to elipsoidalna molekuta o wymiarach 4,5x4,5x5 nm
1 masie czasteczkowej okoto 60 kDa [86]. Punkt izoelektryczny (PI) streptawidyny
wynosi  okoto  5,0.  Streptawidyna  jest  powszechnie  stosowana
w testach immunochemicznych i diagnostycznych, a takze bioczujnikach dzigki
silnej niekowalencyjnej interakcji z biotyng. Czasteczka ma cztery miejsca
wigzania biotyny - po jednym dla kazdej podjednostki. Uzytym w eksperymentach
bialkiem byla Streptawidyna (ze streptomyces avidinii) firmy Sigma Aldrich
(>13 U/mg protein).

46



5.4 Biotyna (biotynylowane BSA — bBSA)

Biotyna jest matg czasteczka (0,244 kDa), a jej obecnos¢ z biologicznie
aktywnymi  makroczasteczkami nie wplywa na funkcje biologiczne
makroczasteczki. System biotyny (strept)awidyny jest uzywany do roznych
zastosowan, np. systemach detekcji, takich jak testy immunologiczne, testy
hybrydyzacji DNA, immunohistochemia 1 cytometria przeplywowa.
Biotyna, zwana takze witaming H lub B7, sklada si¢ z pierScienia
tetrahydroimidizalonu potaczonego z pierScieniem tetrahydrotiofenu, do ktérego
przylaczony jest kwas walerianowy. Tylko pierscien bicykliczny jest wazny
W swoistym wigzaniu z jednym z czterech miejsc wigzania obecnych
na powierzchni streptawidyny lub awidyny. Lancuch kwasu walerianowego mozna
zmodyfikowa¢ w celu wygenerowania odczynnikdw biotynylowanych. Odczynniki
takie mozna zastosowaé¢ w celu wprowadzenia do biotyny grupy funkcyjnej
dendrymerow, tioli lub wstepnie silanizowanych powierzchni. Ponadto biotyna
moze by¢ réwniez sprzezona z biatkami (np. BSA) [87], ich fragmentami lub
innymi biomolekutami. W zwigzku z tym, ze czasteczki biotyny sa matle,
biotynylacja nie wptywa na konformacje i wlasciwosci biatka. Kazdy protomer ma
powierzchni¢ rozpoznawcza z miejscem wigzania fosfocholiny sktadajacym sie
z dwoch skoordynowanych jonéw wapnia przylegajacych do kieszeni
hydrofobowe;j.

5.5 Biatko C-reaktywne (CRP)

Biatko CRP to pentameryczne biatko pierscieniowe, obecne w osoczu krwi,
ktérego poziom wzrasta w reakcji na stan zapalny. Sktada si¢ z pigciu identycznych
podjednostek o masie czasteczkowej 23 kDa, rozmieszczonych symetrycznie
wokot porow centralnych, co klasyfikuje je do rodziny bialek pentraksyjnych.
Kazda z podjednostek sklada si¢ z 206 aminokwasow, a cate biatko ma mase
czasteczkowa okoto 115 kDa. Strukturalnie sktada si¢ z dwoch B-skretow
potaczonych ze sobg przez dwa antyrownolegle tancuchy . Biatko CRP przybiera
ksztatt dysku o grubosci okoto 23 A i $rednicy okoto 117 A, z niewielka kieszenig
w centrum, do ktorej moga wigzaé si¢ fosfolipidy lub ligandy o niskiej masie
czasteczkowej [88] [89].
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6. Wstep do bioczujnikow

Bioczujnik jest urzadzeniem, ktére konwertuje sygnat chemiczny lub
biologiczny na odpowiedz, mierzalng réznymi metodami, niosgca wiele informacji
na temat badanego materialu. Badania nad bioczujnikami stajg si¢ coraz bardziej
dynamiczne, poniewaz latwo dostepne, szybkie, efektywne, tanie, o wysokiej
selektywnosci 1 czulo$ci biosensory stalty si¢ kluczem w postepie rozwoju lekow
nowej generacji 1 markeréw chordb. Postgpy w chemii powierzchni zapewniajg
szereg nowych metod projektowania systemow rozpoznawania czasteczek
docelowych. Postep w nanotechnologii rokuje w powstawanie nowatorskich
przetwornikOw oraz miniaturyzacje i integracj¢ bioczujnikéw o wysokiej
przepustowosci. Dlatego wazne sag interdyscyplinarne prace w celu tworzenia
innowacyjnych bioczujnikow.

Bioczujniki (Rysunek 26) standardowo skltadaja si¢ z komponentu
biorozpoznawczego do selektywnego/swoistego wigzania z docelowymi analitami
i elementu przetwornika do przeksztatcania informacji pochodzacych ze zjawiska
wigzania na sygnaty elektryczne lub optyczne. Enzymy, przeciwciata i DNA, ktore
selektywnie rozpoznaja docelowe biomolekuty, sa one immobilizowane jako
sktadniki rozpoznajace na podtozu czujnika.

Rozpoznanie biochemiczne Transduktor Przetwarzanie sygnatu

Rysunek 26 Schemat komponentéw podstawowego bioczujnika. Opracowanie wlasne na
podstawie [90]

Pierwszym elementem budujacym bioczujnik jest warstwa bioczasteczek,
ktora rozpoznaje 1 wykrywa obecno$¢ lub aktywno$¢ badanego analitu w prdbcee.
Jako fragment rozpoznajacy stosuje si¢ biatka (np. enzymy lub przeciwciala),
oligonukleotydy lub komorki. Biomolekuty w warstwie czujnikowej okreslaja,
jakie czasteczki zostang wykryte, stad szerokie zastosowanie znalazly bioczujniki
w roznych dziedzinach nauki poczawszy od medycyny [91] po nauki §rodowiskowe
[92]. Waznym jest, w celu zapewnienia selektywnosci i swoistosci bioczujnika, aby
warstwa biomolekularna byta przygotowana i dobrana w odpowiedni sposéb.

Drugim komponentem wchodzagcym w sklad elementow budujacych
bioczujnik jest przetwornik (transduktor), odpowiedzialny za przeksztatcanie
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biochemicznego rozpoznania na sygnal wyjSciowy, dajacy si¢ zmierzy¢
dostepnymi metodami. Oddziatywania zachodzace w warstwie sensorowej maja
wplyw na fizyczne wlasciwosci transduktora, takie jak masa, impedancja,
przewodno$¢ czy zalamanie S$wiatta, od tego zalezy dobdr odpowiedniego
przetwornika.  Istniejag  bioczujniki  wymagajace  znakowania  czgstek
(np. znacznikami fluorescencyjnymi), w celu ich wykrycia, co moze wptywac¢ na
aktywno$¢ znakowanej czasteczki i zmienia¢ jej wlasciwosci, dlatego odrgbng
grupe stanowia bioczujniki nie wymagajace znakowania (tzw. label-free). Zasada
dzialania takich bioczujnikow zwykle opiera si¢ na detekcji parametréw
fizycznych, rowniez w czasie rzeczywistym [93]. Stad trwaja szeroko zakrojone
badania nad bioczujnikami o matych wymiarach, pracujacych ,,na zywo”, ktére
reaguja juz przy niewielkiej ilosci badanego analitu.

6.1 Rodzaje bioczujnikow

W ostatnich latach badania w dziedzinie zintegrowanego wykrywania
chemicznego i biologicznego w czasie rzeczywistym umozliwito udoskonalenie
procedur wytwarzania lub wzrost mocy obliczeniowej do predykcyjnego
modelowania wydajnosci urzadzen. Stworzenie zintegrowanych, nanoczujnikdéw
umozliwilo niemalze natychmiastowe wykrywanie m.in. bakterii [94]. Techniki
nanofabrykacji umozliwily m.in. stworzenie opartych na krzemowych nanodrutach
czujnikdéw [95] [96] wykorzystywanych w wielu dziedzinach nauki. W zalezno$ci
od zapotrzebowania oraz typu badanych substancji/czastek, tworzone sg réoznego
rodzaju konfiguracje biosensoréw. Postgpy w mocy obliczeniowej ulatwily
wykrywanie 1 analiz¢ w czasie rzeczywistym bardziej ztozonych sygnatow,
poniewaz zintegrowane czujniki mogg by¢ wytwarzane w wielu formatach, majg
wpltyw na prawie kazdy aspekt spoleczenstwa, od przemystu i motoryzacji po
medycyng 1 rozwdj technologii lekow. Istnieje wiele rodzajow zintegrowanych
czujnikow 1 r6zne podejscia do ich kategoryzacji. Jedna metoda jest wykorzystanie
fizycznego mechanizmu przetwarzania do stworzenia klas zintegrowanych
czujnikow. Na tej podstawie wyrdzni¢ mozna typy czujnikéw: elektryczny,
mechaniczny 1 optyczny.

Innym podejsciem do klasyfikacji bioczujnikow jest ich podziat na metody
oparte na znakowaniu i nieznakowaniu co poréwnano na Rysunku 27. Detekcja
wolna od stosowania znacznikdw umozliwia bioczujnikom bezposrednie
wykrywanie badanego analitu. W przypadku znakowanych bioczujnikéw
wychwytywany analit, bedacy przedmiotem zainteresowania, przechwytywany jest
przez pierwotne przeciwciata, ale wykrywany dopiero przez wtdrne przeciwciata
znakowane fluorescencyjnie. Wykrywanie czastek bez znacznikéw umozliwia
detekcje w czasie rzeczywistym bez posrednich etapdéw. Zaleta znakowanych
bioczujnikow jest zmniejszenie fatszywych odczytow, powstaja rdéwniez
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znakowane czujniki pracujace w czasie rzeczywistym [97]. Ponizej opisano kilka
rodzajow bioczujnikow opartych na roznych technologiach.

Wykrywany sygnat

Wtorne przeciwciato
Pierwotne przeciwciato

/

Antygen——
—

Pierwotne przeciwciato Wykrywany sygnat

a) b)

Rysunek 27 Porownanie miedzy metodami wykrywania (a) znakowanymi i (b) wolnymi
od znakowania. Opracowanie wlasne na podstawie /93]

6.1.1 Znakowane bioczujniki

6.1.1.1 Znakowanie fluorescencyjne

Wykorzystywanie reaktywnych znacznikéw fluorescencyjnych zapewnia
zdolno$¢ wykrywania biatek, ktore samoistnie jej nie posiadaja (np. przeciwciala).
Jednym z najpopularniejszych znacznikéw fluorescencyjnych jest FITC
(ang. Fluorescein Isothiocyanate), izotiocyjaniany reaguja z nukleofilami, takimi
jak aminy, sulfhydryl i jony fenolowe tancuchéw bocznych. Stabilnym produktem
sg pierwszorzedowe grupy aminowe, tak wiec FITC jest prawie catkowicie
selektywny do modyfikowania e- 1 N-koncowych amin w biatkach. Reakcja
obejmuje ,atak” nukleofilu na centralny, elektrofilowy wegiel grupy
izotiocyjanianowej.  Powstale  przesunigcie elektronu tworzy = wigzanie
tiomocznikowe miedzy FITC i biatkiem bez grupy opuszczajacej [98]. Wiasciwosci
fluorescencyjne FITC obejmuja maksimum absorbancji przy okoto 495 nm
1 dlugos¢ fali emisji 520 nm. FITC jest wykorzystywany w wielu aplikacjach:
przeciwciala lub ich fragmenty moga by¢ znakowane w celu wykrycia antygenow
w komorkach, skrawkach tkanek lub na powierzchniach. Znakowanie czasteczek
za pomocg FITC jest réwniez przydatne w analizie czasteczek za pomoca
elektroforezy w strefie kapilarnej [99], oraz w $ledzeniu i wykrywaniu czasteczek
biorgcych udzial w réznych interakcjach biologicznych.
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Rysunek 28 Reakcja FITC z ze zwigzkami aminowymi tworzaca wigzanie
izotiomocznikowe. Opracowanie wtasne na podstawie /98]

Metody wykrywania znacznikow fluorescencyjnych sa najczesciej
wybieranymi i wygodnymi technikami przekazywania informacji o zdarzeniach
molekularnych. Znaczniki fluorescencyjne sa stabilne, tatwe w uzytkowaniu przy
tym samym zapewniajg dobra czulo$¢ i rozdzielczo$¢. Znaczniki fluorescencyjne
sa dostepne w wielu postaciach: kropki kwantowe [100] i mikroczasteczki
organiczne, bialka znakowane fluorescencyjnie o zakresie jasno$ci i swoistosci,
ktére mozna wybra¢ w zalezno$ci od potrzeb [101]. Wykorzystywane sg rdzne
techniki oparte na zjawisku fluorescencji: FRET (ang. Fluorescence Resonance
Energy) wykorzystuje réznice w intensywnosci fluorescencji donora i akceptora
[102], BiFC (ang. Bimolecular Fluorescence Complementation) technologia oparta
na badaniu oddziatywania miedzy biatkami, analiza BiFC opiera si¢ na
wzmocnieniu asocjacji miedzy fluorescencyjnymi fragmentami biatka poprzez
fuzje fragmentow z biatkami, ktoére oddzialuja ze sobg [103], FSC (ang.
Fluorescence Correlation Spectroscopy) opiera si¢ na analizie korelacji fluktuacji
nat¢zenia fluorescencji, m.in. analiza fluktuacji stezen czastek fluorescencyjnych
w roztworze [104], metoda ta zapewnia réwniez rejestrowanie danych dla korelacji
czasoprzestrzennych miedzy fluktuujacymi sygnatami §wietlnymi w polaczeniu
z pulapka pojedynczych czasteczek w polu elektrycznym [105].

6.1.1.2 Znakowanie izotopowe

Jedng z najwczesniejszych metod wykrywania molekularnego byto
zastosowanie radioizotopdéw, ktore umozliwiajg doktadne okreslenie iloSciowe
obfitosci biatka. Sama w sobie radioaktywno$¢ jest odpowiednia do analizy
aktywnos$ci biatek, szczegolnie do enzymatycznej fosforylacji ze wzgledu
na czutos$¢ 1 swoistos¢, a takze mozliwos¢ detekcji fluorescencji [106], stosowanie
czasteczek  znakowanych izotopowo budzito obiekcje ze wzgledu
na bezpieczenstwo, natomiast powstaja nowoczesne metody zabezpieczajace przed
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szkodliwoscig znacznikéw izotopowych [107] jak 1 nowe znaczniki izotopowe,
ktoére sg w pelni stabilne [108].

6.1.1.3 Znakowanie nanoczgsteczkami

Wiele rodzajow nanoczastek, w tym nanoczastki metali, tlenkowe,
potprzewodniki, a takze nanoczastki kompozytowe sa stosowanych w czujnikach
elektrochemicznych i bioczujnikach. Nanoczastki te odgrywaja réznorodne funkcje
w uktadach elektrochemicznych w oparciu o ich swoiste wlasciwosci, podstawowe
funkcje nanoczastek to:

a) unieruchomienie biomolekut,

b) kataliza reakcji elektrochemicznych,
¢) wzmocnienie transferu elektronow,
d) znakowanie biomolekut,

e) dziatanie jako reagent [109];

Ze wzgledu na duza powierzchnie wlasciwg 1 wysoka swobodng energie
powierzchniowg nanoczastki moga silnie adsorbowac¢ biomolekuty i odgrywac
wazng rolg w ich unieruchomieniu w  konstrukcji  bioczujnika.
Adsorpcja biomolekut bezposrednio na powierzchniach niektorych materiatow,
moze czesto powodowaé ich denaturacje a takze utrate bioaktywnosci.
Dzigki zastosowaniu nanoczastek adsorpcja biomolekul na tego typu
powierzchniach moze zachowa¢ ich bioaktywno$¢ z powodu biokompatybilnosci
nanoczastek. Wiekszo$¢ nanoczastek przenosi tadunki, moga one elektrostatycznie
adsorbowa¢ biomolekuty o roéznych tadunkach. Niektére nanoczastki moga
unieruchomi¢ biomolekuly poprzez inne interakcje, np. nanoczastki zlota
unieruchamiajg biatka poprzez wigzania kowalencyjne utworzone migdzy atomami
zlota 1 grupami aminowymi oraz resztami cysteinowymi biatek [110].

Najczgsciej wykorzystywanymi nanoczasteczkami uzywanymi do
unieruchomienia bialek sg nanoczastki ztota [111] [112]. W badaniach wykazano,
ze wykorzystanie znakowanych ztotymi nanoczastkami biomolekut stosowane jest
do wzmocnienia sygnatu w Spektroskopii Ramanna [113] 1 SPR [114], poniewaz
taki uktad pochtania wiecej energii $wiatla z lokalizacji efektow rezonansowych na
okreslonej dtugosci fali.
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6.1.1.4 Test immunoenzymatyczny (ELISA)

ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) jest testem
immunoenzymatycznym fazy statej, ktory sluzy do wykrywania i ilo§ciowego
oznaczania biatek, np. przeciwcial, antygenow biatkowych [115].

Przeprowadzenie testu ELISA (Rysunek 29) angazuje przynajmniej jedno
przeciwcialo ze swoistoscig dla danego antygenu. Obejmuje to kilka etapow:

a) Prébka z nieznang ilo$cig antygenu jest unieruchomiona na statym
podiozu: niespecyficznie (adsorpcja) lub specyficznie (wychwytywanie
przez specyficzne przeciwcialo dla danego antygenu; ,,ELISA
sandwich”).

b) Po unieruchomieniu antygenu dodaje si¢ przeciwciato wykrywajace,
tworzy si¢ kompleks z antygenem. Przeciwciato wykrywajgce moze by¢
kowalencyjnie polaczone z enzymem lub samo moze by¢ wykryte przez
przeciwcialo wtorne, ktére jest potaczone z enzymem poprzez
biokoniugacje.

c¢) Pomigdzy kazdym etapem plytka przemywana jest lagodnym
roztworem detergentu w celu usunigcia niespecyficznie zwigzanych
biatek lub przeciwciat.

d) Po dodaniu enzymatycznego substratu do probki w tescie, reakcja
enzym-substrat generuje widzialny sygnat, ktory jest proporcjonalny do
ilo$ci antygenu obecnego w probee [116].

Pokrywanie Blokowanie
traktowanie np. polistyrenowej uzycie roztworu
ptytki roztworem przeciwciat z biatkami pokrywajgcymi

lub antygenow ' miejsca niezwigzane

Rejestracja sygnatu Detekcja
Dodanie substratu wigzanie specyficzne
i zarejestrowanie sygnatu przeciwciata sprzezonego
pochodzacego z reakgcji | z enzymem do docelowego
€ enzym-substrat 4 antygenu

Rysunek 29 Schemat przebiegu testu ELISA

Testy ELISA sa wykonywane zazwyczaj na ptytkach polistyrenowych
96-dotkowych, do ktéorych wprowadza si¢ roztwor przeciwcial/antygenow.
Do blokowania wolnych, niezablokowanych miejsc na powierzchni stuzy roztwor
BSA, co uniemozliwia wigzanie innych biatek do podtoza przy kolejnych etapach
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testu. Reakcja antygen-przeciwcialo uwidaczniana jest dzigki sprzezeniu
z odpowiednim enzymem, zazwyczaj stosowane sg fosfataza alkaliczna,
peroksydaza chrzanowa, oraz oksydaza glukozowa.

Wyrézni¢ mozna kilka odmian testow ELISA (Rysunek 30): bezposredni
1 posredni, test podwodjnego wigzania (,, ELISA sandwich”) oraz test kompetycyjny.
W zaleznosci od rodzaju badanych biomolekut stosuje si¢ jeden z typow testow.

I.  Test bezposredni i posredni

W tescie bezposrednim, gdy do ptytki polistyrenowej zaadsorbowane
zostang antygeny, dodaje si¢ roztwdr przeciwcial specyficznych dla tych
antygenow. Nastepnie enzymy katalizujac t¢ reakcje daja barwny odczyn, ktory
moze zosta¢ zanalizowany metodami spektrofotometrycznymi. Wadami tego
rodzaju testu s3: konieczno$¢ uzycia jednego, specyficznego przeciwciala
znakowanego enzymem, wysokie koszty przeprowadzenia wielu testow dla
pozostalych antygendw. Zaleta za$ jest to, ze metoda jest szybka i prosta
w wykonaniu.

W teScie posrednim stosowane s3 przeciwciala ~monoklonalne
(pierwszorzedowe) wigzace si¢ specyficznie z antygenem. Kolejnym krokiem jest
dodanie przeciwcial drugorzedowych znakowanych enzymem, tacza si¢ one
z przeciwcialami pierwszorzedowymi rozpoznajac dany izotyp (odnosi si¢ do
fenotypowych réznic w regionach statych tancucha cigzkiego i lekkiego
przeciwciala) [117]. Nastepnie po dodaniu substratu enzym daje barwng reakcje,
rowniez analizowang spektrofotometrycznie. Zaleta tej metody jest brak
koniecznosci stosowania specyficznych przeciwcial. Wada jest dlugi czas
przygotowania testu w porownaniu do testu bezposredniego.

II.  Test podwojnego wigzania (,, ELISA sandwich”)

Dzigki tej metodzie mozna okre$li¢ stezenie danego antygenu w probce.
Pierwszym etapem jest zaadsorbowanie do stalego podloza specyficznego dla
danego antygenu przeciwciala, nastgpnie wymycie niezwigzanych biatek.
Dodawane sg przeciwciata pierwszorzedowe, ktore rowniez taczg si¢ z antygenem
a nastepnie przeciwciala drugorzedowe znakowane enzymem (antygen znajduje si¢
miedzy dwiema warstwami przeciwcial; stad pochodzi nazwa testu ,.kanapka”).
Ostatnim etapem jest dodanie substratu, z ktorym enzym daje reakcje barwna.

II.  Test kompetycyjny (c-ELISA)

W tym rodzaju testu stosuje si¢ mieszaning znakowanych antygenéw lub
przeciwcial, ktore s3 dodawane do badanego roztworu biatkowego (surowicy).
Przeciwciata znakowane i te pochodzace z surowicy begda ze sobg konkurowac.
Dzigki tej metodzie okres§lic mozna ilo$¢ przeciwcial znajdujacych si¢ w surowicy.
Im wigcej przeciwcial w surowicy, tym mniej przeciwcial znakowanych
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enzymatycznie potaczy si¢ z antygenem, dlatego reakcja barwna bedzie mniej
intensywna.

substrat
substrat
substrat substrat

przeciwciato inhibitor

drugorzedowe antygenowy
przeciwciato L
pierwszorzgdowe przeciwciato

antygen () o wychwytujace [ ]

test bezposredni test posredni test kanapkowy test kompetycyjny

Rysunek 30 Schemat r6znych wariantow testu ELISA

6.1.2 Nieznakowane bioczujniki

6.1.2.1 Bioczujnik oparty na tranzystorze polowym (Bio-FET)

Bioczujniki oparte na tranzystorze polowym FET (gtéwnie MOSFET) [118]
sg bramkowane przez zmiany potencjalu powierzchniowego indukowanego przez
wiazanie czasteczek. Zasada dzialania polega na tym, ze biomolekuly wigzace si¢
z bramkg tranzystora efektu polowego (FET) powoduja zmian¢ rozktadu fadunku
w obszarze ponizej materiatu potprzewodnikowego, co prowadzi do zmiany
przewodnictwa kanatu FET [119]. Bio-FET skfada si¢ z dwoch glownych
elementéw (Rysunek 31): czg$¢ stuzaca do rozpoznawania biologicznego oraz
z tranzystora polowego, dziatajacego jak przetwornik oddzielony warstwg izolatora
(np. S107) od elementu rozpoznawania biologicznego (np. enzymy, przeciwciata
lub receptory), selektywnego do analitu. Podczas gdy dany analit zwiaze si¢
z elementem rozpoznajacym, rozklad tadunku na powierzchni zmieni si¢ wraz ze
zmiang potencjatu elektrostatycznego powierzchniowego polprzewodnika.
Zmiana potencjatu powierzchniowego pétprzewodnika w tym przypadku odgrywa
role napigcia bramki w klasycznym tranzystorze MOSFET. Innymi slowy, taka
zmiana powoduje zmiang ilosci pradu, ktoéry moze przeptyngé migdzy zroédtem
a drenem w kanale FET. Te¢ zmian¢ pradu mozna zmierzy¢, dzigki czemu mozna
wykry¢ wigzanie analitu [120]. Kiedy gestos$¢ tadunku powierzchniowego zmienia
si¢ w wyniku zdarzen rozpoznawania biomolekularnego na powierzchni bramki,
odpowiednia krzywa napigcie-prad-zrodlo (Vps — Ip) jest przesuwana wzduz osi
napiecia. Przesunigcie krzywej zalezy od stezenia docelowej biomolekuty jako
analitu, poniewaz gestos¢ nosnika jest wrazliwa na zmiany pola elektrycznego
w kierunku prostopadtym do powierzchni bramki.
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Rysunek 31 Ogoélny schemat bioczujnika Bio-FET

Za pomocg bioczujnikow Bio-FET mozna monitorowaé bezposrednie
wigzanie docelowych biomolekul z powierzchnig bramki ze wzgledu na zmiany
w rozktadzie tadunku w kierunku prostopadtym do powierzchni bramki,
warunkiem jest mata odleglos¢, ktora odpowiada dtugosci Debye’a, aby pokonaé
te barierg stosuje si¢ stopniowe dodawanie docelowych biomolekut [121]. Metoda
ta jednak ma swoje ograniczenia. Stworzenie calego czujnika wymaga
skomplikowanej technologii.

6.1.2.2 Optyczne bioczujniki

Zintegrowane czujniki optyczne, (chemiczne lub biologiczne) oparte sa
na pomiarze zmiany wspéiczynnika zatamania $wiatta, dtugosci fali lub straty
optycznej urzadzenia, gdy dane czasteczki wigza si¢ na jego powierzchni.
Optyczne bioczujniki majg wiele zalet w poréwnaniu z tradycyjnymi technikami
analitycznymi, poniewaz umozliwiaja bezposrednie, w czasie rzeczywistym i bez
oznaczania, wykrywanie wielu substancji biologicznych 1 chemicznych.
Ich zalety obejmuja wysoka specyficzno$¢, czuto$¢, maly rozmiar i niskie koszty.
Wykrywanie optyczne odbywa si¢ poprzez wykorzystanie interakcji pola
optycznego z elementem bioreferencji. Biosensor optyczny mozna podzieli¢ na
dwa rodzaje: nieoznakowany 1 oznakowany. W ukladzie nieznakowanym
wykrywany sygnat jest generowany bezposrednio przez interakcje analizowanego
materiatu z przetwornikiem. Wykrywanie oparte na znakowaniu wymaga uzycia
znacznika, a sygnal optyczny jest nastepnie generowany metodg kolorymetryczna,
fluorescencyjng lub luminescencyjng. Biosensor optyczny wykorzystuje materiaty
biologiczne takie jak: przeciwciata, antygeny, enzymy, kwasy nukleinowe, cale
komorki, receptory 1 tkanki jako elementy rozpoznawane.
Powierzchniowy rezonans plazmonowy (SPR), fluorescencja fali zanikajacej
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1 interferometry swiattowodowe wykorzystuja pole zanikajace w bliskiej odleglosci
od powierzchni bioczujnika w celu wykrycia interakcji elementu rozpoznania
biologicznego z analitem.

I.  Biosensor powierzchniowego rezonansu plazmonowego (SPR)

Zjawisko SPR wystepuje na powierzchni materiatow przewodzacych
(np. metalu) na styku dwoch osrodkéw (np. szkta lub cieczy), gdy jest oswietlone
spolaryzowanym $wiatlem pod okreslonym katem. Generowane sg wtedy
plazmony powierzchniowe, a w konsekwencji zmniejsza si¢ intensywnos¢ $wiatla
odbitego pod okreslonym katem, znanym jako kat rezonansu. Sensogram mozna
uzyskac¢ poprzez pomiar przesuni¢cia wspotczynnika odbicia, kata lub dlugosci fali
w funkcji czasu [122]. Bioczujniki powierzchniowego rezonansu plazmonowego
(SPR) naleza do technologii bioczujnikow optycznych bez znacznikow.
Metoda SPR (Rysunek 32) opiera si¢ na optycznym pomiarze zmian wspolczynnika
zalamania $wiatla spowodowane zwigzaniem si¢ molekul analitu w probce
na powierzchni czujnika SPR [123].
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irédio detektor
Swiatta

v

Detektor

warstwa
funkcjonalna A A
szklo-zioto

przeptywanalltu ‘Q o
® o L J .
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Ciecz

Rysunek 32 Zasada dziatania biosensora SPR. Opracowanie wlasne na podstawie [124]

II.  Obrazowanie SPR (SPRi)

Obrazowanie SPR (SPRi) pozwala na badanie przestrzenne w formacie
mikromacierzy, umozliwiajac jednoczesne analize¢ wielu roéznych interakcji.
Aparatura SPRi zbudowana jest z trzech gtownych czgsci: przetwornika, elementu
optycznego (laser, soczewki, pryzmat, polaryzatory) oraz uktadu rejestrujacego
dane (kamera CCD). Czesto stosuje si¢ modyfikacje warstwy ztota, np. tiolami
w celu stworzenia odpowiedniego $rodowiska dla biomolekut, ktore do niej
adsorbuja.
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6.1.2.3 Bioczujnik beleczkowy

Glownym elementem bioczujnikdw beleczkowych jest beleczka
o wymiarach mikrometrowych, ktéra jest unieruchomiona za pomoca wspornika na
jednym z jej koncow. Wyrdézni¢ mozna dwa tryby pracy: tryb dynamiczny
wykrywajacy zmiany masy na wsporniku na podstawie zmian czestotliwosci
rezonansowej; oraz tryb naprezenia powierzchniowego (statyczny), w ktorym
asymetryczne wigzanie molekularne z gorng lub dolng powierzchnig wspornika
prowadzi do ogolnego zgigcia wspornika [125] co przedstawiono ponizej
na Rysunku 33:

Rysunek 33 Mody pracy bioczujnika beleczkowego: A — tryb dynamiczny, B, C— tryb
naprezenia powierzchniowego (statyczny) [125]

W trybie dynamicznym lub rezonansowym beleczki sg wzbudzane blisko
czestotliwosci rezonansowej, ktora zwykle miesci si¢ w zakresie kHz lub MHz.
W pracy A.D. Pastina i innych tryby rezonansowe beleczki dochodzity do 2 MHz
[126]. Kiedy dodatkowa masa jest przymocowana do oscylujacej beleczki,
jej czegstotliwos¢ rezonansowa zmienia si¢ (dla dodatkowej masy czestotliwosé
rezonansowa maleje).

W trybie statycznym zmiany otoczenia wokot lub na powierzchni beleczki
prowadza do wywotania naprezenia mechanicznego w jej powierzchni, co skutkuje
jej skurczeniem lub rozszerzeniem. W przypadku, gdy napre¢zenie dziata tylko na
jedna strong beleczki, jej struktura ulega wygigciu z niejednakowym naprezeniem,
zarowno wzdluz beleczki, jak 1 w innych kierunkach [127].

Dziatanie bioczujnikéw beleczkowych w trybie statycznym opiera si¢ na
wigzaniu czasteczek docelowych tylko do jednej strony beleczki, dodatkowe
naprezenie przeciwleglej strony powoduje zniesienie dziatajacych sit, wtedy
beleczka nie wygnie si¢. Jedna powierzchnia ma za zadanie zapewnic¢ receptory dla
czasteczek docelowych, podczas gdy inne zapobiegaja specyficznej lub
niespecyficznej adsorpcji czasteczek do probki. Dlatego bardzo wazne jest
odpowiednie sfunkcjonalizowanie powierzchni beleczek. Kazda beleczka
charakteryzuje si¢ odmienng budowa tj. gbrna strona moze by¢ pokryta ztotem
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a dolna ditlenkiem krzemu, dlatego mozna zastosowaé funkcjonalizacje takich
powierzchni, np. tiolami (ztoto) lub silanami (ditlenek krzemu) [128] [129].

6.2 Parametry techniczne bioczujnikow

Ze wzgledu na liczne rodzaje bioczujnikOw opracowano podstawowe
wskazniki do porownywania wydajnosci urzadzen. Sg one zwigzane z reakcjg lub
zachowaniem urzadzenia. Gtowne wskazniki wydajnoséci pracy bioczujnikéw
obejmuja: warto$¢ sygnatu, poziom szumédw, stosunek sygnatu do szumu (SNR),
zakres liniowy (zakres roboczy), czas i1 szybko$¢ odpowiedzi oraz selektywnos$¢.
Rysunek 34 obrazuje idealnie dzialajacy czujnik: sygnat wyjsciowy (S), ktory jest
generowany przy danym wejsciu lub wielkosci mierzone. W zakresie liniowym
czujnika relacja wynosi S=atbs (a- tlo, poziom szumu, b- czulo$¢, s- wejscie).
Bioczujnik moze by¢ w stanie dziata¢ lub wykrywac ponizej lub powyzej zakresu
liniowego, poniewaz wykracza poza liniowy zakres roboczy, ktory mozna
skalibrowaé, sygnaly te bedzie trudno dokladnie przeliczy¢ na ilo$¢ analitu
obecnego w probce. Warto$¢ stosunku sygnatu do szumu (SNR) jest kluczowym
parametrem przy rozwazaniu przydatnosci czujnika do rzeczywistych zastosowan
1 jest to intensywno$¢ sygnalu podzielona przez poziom szumu.

i i — i [ I
| Zakres | i P E —
i liniowy /i// i II-'f 90% sygnatu -
“, i / i Ll -‘E’ I I ]
P | | - = | o
@ b [ wl 3| | O
A Wb | N / .
] I | / Cras reakc)i
- | | - 2
| =" I I I - |'I‘I
1 L 1
a) Stezenie analitu (s) b) Czas C) s vopcka

Selektywnosé

Rysunek 34 Charakterystyka bioczujnika /93]

Granica wykrywalnosci (LOD) jest najmniejszym st¢zeniem wielkoSci
badanej molekuty, ktorg mozna wykry¢. Czas reakcji 1 szybko$¢ czasu detekcji
opisuja zachowanie si¢ bioczujnika w czasie. Czas reakcji to czas wymagany do
osiggnigcia przez czujnik 90% (typowo) wartosci koncowej dla danego stgzenia
substancji mierzonej, a szybko$¢ reakcji to nachylenie tej krzywej [93].
Selektywnos$¢ (czutos¢) uktadu bioczujnika jest ogdlnie rozumiana jako minimalne
wykrywalne stezenie analitu i jest zazwyczaj podawana w jednostkach czastek lub
masie na jednostke objetosci powietrza (czastki/litr lub mg/m?) [130].

Wyrdzni¢ mozna parametry okreslajace przydatno$¢ urzadzenia:

* doktadnos$¢ przeprowadzanych pomiarow;
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* czuto$¢, powinowactwo;
» powtarzalno$¢ otrzymywanych wynikow;
* zakres dynamiczny — zakres st¢zen, w ktorych czutos¢ jest wigksza od zera;

* selektywno$¢, czyli specyficznos¢ wzgledem badanego analitu— zdolno$¢
bioczujnika do pomiaru stezenia jednego sktadnika w obecno$ci innych;

* czas odpowiedzi oraz szybko$¢ czasu detekc;ji;
* trwato$¢ sensora.

Czulo$¢ wukladu nieodlacznie zwigzana jest z wykrywalno$cia
1 wspotczynnikiem fatszywie dodatnich wynikéw, co wynika z krzywej ROC
(ang.  Receiver  Operating  Characteristic). Pewnos¢  wykrycia  to
prawdopodobienstwo wykrycia (detekcji) czynnika, gdy w rzeczywistosci jest on
obecny w okreslonym stgzeniu lub powyzej niego. Falszywie dodatni wskaznik to
wspotczynnik (zdarzenia na jednostke czasu), przy ktérym bioczujnik omytkowo
wykrywa obecno$¢ czynnika, podczas gdy w rzeczywisto$ci zaden nie jest obecny.
Do  okreslanie czulo$ci  (selektywnosci) wymagane jest okreslenie
prawdopodobienstwa wykrycia i1 wskaznika falszywie dodatnich wynikow.
Czuto$¢ bioczujnika, pewnos¢ wykrywania, wspotczynnik fatszywie dodatnich
i czas odpowiedzi sg powigzane i zalezg od srodowiska pracy bioczujnika [130].

dobra
A

Selektwynosé

Prawdopodobienstwo detekcji
slaba Szybkosc odpowiedzi

mato » duio

Fatszywie dodatnie wyniki

Rysunek 35 Krzywa ROC: dla statego prawdopodobienstwa wykrycia [130]

Krzywa ROC bezposrednio odnosi si¢ do dwoch waznych wskaznikow
czujnika: czulo$ci 1 wspoOtczynnika falszywie dodatniego. Gdy krzywa jest
rysowana dla statego prawdopodobiefistwa wykrycia czas odpowiedzi wptywa na
prawdopodobienstwo wykrycia i odsetek wynikoéw fatszywie dodatnich. W miare
zwigkszania czulo$ci czujnika, zwykle wzrasta roéwniez liczba wynikow falszywie
dodatnich. Innymi stowy, im bardziej czuly jest czujnik, tym wicksze
prawdopodobienstwo, ze zarejestruje sygnal od niewielkiej ilosci analitu lub od
innych czynnikow, ktére moga by¢ obecne w probcee, ale nie sg istotne z punktu
widzenia badania.
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Cze¢s¢ eksperymentalna

7. Cel pracy

Celem niniejszej pracy bylo stworzenie taniego i prostego bioczujnika
nieoznakowanego, ktory bedzie dziatal w czasie rzeczywistym 1 bedzie
wykorzystywat pomiary impedancji do badania procesu adsorpcji biatek.
Bioczujnik taki miatby potencjalne zastosowania w r6znych dziedzinach, takich jak
biotechnologia, medycyna czy produkcja i testowanie zywnosci. Otrzymane wyniki
byty porownywane z wynikami uzyskanymi za pomocg innych metod i urzadzen,
aby okresli¢, czy bioczujnik jest skuteczny i precyzyjny.

Podczas pracy nad projektem nalezato opracowaé metode, ktora pozwoli na
wykrycie i zidentyfikowanie roéznych bialek, wykorzystujac ich wiasciwosci
impedancyjne. Urzadzenie musi dziata¢ w czasie rzeczywistym, co pozwoli na
szybka analize probek. Wszystkie wyniki z przeprowadzonych pomiaréw powinny
by¢ tatwo przetwarzalne na sygnal elektryczny, ktéry moze zosta¢ odczytany za
pomocg komputera w celu dalszej analizy.

Wprowadzenie do pracy zawiera opis etapow eksperymentalnych, ktore
zostaty przeprowadzone w celu osiagniecia okreslonych celow badawczych.
Ponizej przedstawiono og6lny przebieg tych badan:

1. Poszukiwanie odpowiedniego podtoza:

o Przeprowadzono analiz¢ roéznych parametrow, takich jak
przewodnictwo, przezroczystos¢, stabilnos¢ chemiczna 1 dostepnosc¢
podtozy.

o Na podstawie analizy literaturowej oraz wlasnych potrzeb
badawczych, wybrano podtoza Si/SiO; oraz ITO.

2. Poszukiwanie odpowiedniego polimeru:

o Analizowano parametry roznych polimeréw w celu rOwnomiernego
pokrycia podtoza Si/SiO; oraz ITO.

o Na podstawie analizy literaturowej oraz eksperymentalnej, wybrano
odpowiednie polimery do badan nad adsorpcja bialek do jego
powierzchni 1 reakcji biatko-biatko.

3. Analiza adsorpcji biatek dla suchych prébek:

o Przeprowadzono eksperymenty majace na celu sprawdzenie
mozliwosci adsorpcji biatek na podtozach Si/SiO, oraz ITO
pokrytych cienkg warstwg polimeru dla suchych probek.

4. Budowa uktadu mikrofluidycznego typu I:

o Zaprojektowano i skonstruowano uktad mikrofluidyczny typu I,
ktéry umozliwial wprowadzenie roztworu biatka do komory
mikrofluidycznej 1 badanie jego interakcji z powierzchnig.
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o Przeprowadzono eksperymenty, analizujac spektra uzyskane za
pomocg spektrometru impedancyjnego Agilent 4294A.

5. Budowa uktadu mikrofluidycznego typu II umozliwiajacego rdwnoczesng
analiz¢ na dwoch elektrodach:

o Rozbudowano wczesniejszy uktad mikrofluidyczny typu II,
umozliwiajgc rownoczesng analize dwoch elektrod jednej probki —
referencyjnej 1 badanej, na ktérej dochodzi do immunoreakcji, za
pomoca dwodch spektrometrow Agilent 4294A.

6. Budowa uktadu elektronicznego opartego o uktad AD8302 — prototyp
biosensora:

o Wykorzystano komercyjnie dostepny uktad AD8302 do budowy
uktadu elektronicznego zwigzanego z badanym ukladem
mikrofluidycznym.

o Skonfigurowano uklad elektroniczny w celu pomiaru parametréw
elektrochemicznych 1 analizy wynikéw pomiardw.

7.1 Badania wstgpne — konstrukcja uktadu 1 pomiary impedancyjne

Badania impedancyjne podtozy polimerowych i biatkowych polegaja na
badaniu reakcji elektrody pokrytej probka na zmienne sygnaly elektryczne.
Impedancja elektrody zmienia si¢ w zaleznos$ci od sktadu 1 struktury probki, co
umozliwia identyfikacj¢ charakterystycznych wtasciwosci powierzchni.

W przypadku podlozy polimerowych, jak podaje literatura badania
impedancyjne pozwalaja na analiz¢ wilasciwosci mechanicznych [131],
chemicznych 1 strukturalnych powierzchni polimerow [132]. Te badania moga by¢
stosowane do monitorowania zmian w strukturze polimeru na powierzchni podczas
procesOw chemicznych, w tym procesoOw adsorpcji lub zmian pH. Badania
impedancyjne moga takze pomoc w okresleniu jakosci powlok polimerowych
[133].

W przypadku bialek, badania impedancyjne moga pomoc w zrozumieniu
interakcji migdzy biatkami i ich otoczeniem. Impedancja elektrody zmienia si¢ w
zalezno$ci od stopnia adsorpcji bialek na powierzchni elektrody i od zmian w
strukturze biatek. Zgodnie z doniesieniami literaturowymi, badania impedancyjne
moga potencjalnie przyczyni¢ si¢ do okreslenia kinetyki adsorpcji biatek, analizy
interakcji migdzy réznymi biatkami oraz oceny wplywu pH i sity jonowej na te
interakcje [65].

7.1.1 Podtoza krzemowe SiO> z elektrodami ztotymi
Aby moéc rozpoczaé prace badawcze, konieczne bylo znalezienie

odpowiedniego podloza, ktore byloby w stanie zapewni¢ jednorodng powierzchnie
dla naniesienia warstwy polimeru, a i osadzenie biatek w trakcie dalszych etapow
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eksperymentu. Pierwszym podlozem, ktore poddano badaniu byly podloza
krzemowe Si/SiO2 o grubosci warstwy SiO> rownej 300 nm. Zastosowano
zakupione podktady firmy Ossila S181 przedstawione na Rysunku 36:
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Rysunek 36 Podtoze krzemowe Si/SiO; firmy Ossila (S181) z termicznie naparowanymi
elektrodami ztotymi

Na uprzednio wyczyszczone podklady naniesiono cienka warstwe
wybranego polimeru metoda spin coating’u. Selekcja odpowiedniego polimeru
stanowila kluczowy etap w badaniach, gdyz celem bylo znalezienie takiego
polimeru, ktéry nie wprowadzalby znaczacej reakcji impedancyjnej do pomiaru, a
przez to nie zaktocalby detekceji biatek 1 byt odpowiednim podtozem, do ktorego
bialka chetnie by adsorbowaty. Wtasciwe dobranie polimeru pozwala na uzyskanie
stabilnej 1 powtarzalnej odpowiedzi impedancyjnej oraz umozliwia doktadng
identyfikacj¢ wplywu biatek na powierzchni¢ elektrod. W ramach tego etapu
przeprowadzonych badan przetestowano dwa rodzaje polimerow: polimetakrylan
metylu (PMMA) oraz poli(N-izopropyloakryloamid) (PNIPAm). Aby
przeprowadzi¢ pomiary w temperaturze pokojowej, co bylo istotne dla PNIPAm,
ktéry ponizej temperatury 32°C wykazuje wiasciwosci hydrofobowe 1 nie
rozpuszcza si¢ w wodzie, konieczne byto usieciowanie tego polimeru za pomoca
czynnika PETA (poli(etylenoglikol) tetraakrylan) o st¢zeniu 20% oraz naswietlenie
swiattem UV. Jednak moze to wptywac na orientacje¢ zaadsorbowanego biatka do
powierzchni PNIPAm [134]. Powodem wilaczenia wspomnianych wyzej
polimeréw do badan byta ich efektywna zdolno$¢ do adsorpcji biatek na swojej
powierzchni, co zostalo wykazane w badaniach innych cztonkow naszej grupy
badawczej. Badania impedancyjne przeprowadzano w stworzonym do tego celu
uktadzie przedstawionym na Rysunku 37, umozliwiajacym pomiar odpowiedzi
impedancyjnej materiatlu na powierzchniach krzemowych z elektrodami zlotymi.
Uktad zaprojektowano tak, by zapewni¢ powtarzalno$¢ warunkéw pomiarowych.
Dzigki uchwytowi kontakt elektrod ztotych na probce z uktadem byt zapewniony
na kazdym etapie eksperymentu.
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Rysunek 37 Uktad do pomiaréw widm impedancyjnych skonstruowany do uzytku
wlasnego. Uktad sktadat si¢ z miejsca na probke, pindow taczacych elektrody ztote
z uktadem, dwoch elektrod taczacych uktad ze spektrometrem impedancyjnym Agilent
4294 A oraz wieczka mocujacego.

Na wykresach ponizej (Rysunek 38) porownano odpowiedzi impedancyjnej
czystego podtoza oraz podloza krzemowego z naniesiong warstwg polimeru
PMMA oraz PNIPAm w warunkach ,,suchych” (po odparowaniu rozpuszczalnika
z roztworu polimeru):
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Rysunek 38 Widma impedancyjne — czg¢$¢ rzeczywista Z’ i urojona Z” dla czystego
podtoza Si/SiO,/Au oraz pokrytego cienka warstwa polimerow PNIPAm oraz PMMA

W badaniach impedancyjnych przeprowadzonych dla polimeru PMMA,
uzyskane widma nie byly powtarzalne, co oznacza, ze wyniki nie byty spojne i nie
mozna byto uzyska¢ jednoznacznych wnioskow. Mimo, ze w pracy J.Hie i innych
[135] udowodniono, ze sulfonowane mikrosfery PMMA wykazuja adsorpcj¢ BSA
do swojej powierzchni. Postanowiono zrezygnowac z dalszych badan polimeru
PMMA. W przypadku polimeru PNIPAm uzyskane wyniki byly bardziej
powtarzalne, jednakze, aby uzyska¢ dokladniejsze wyniki, konieczne byto
przeprowadzenie dodatkowego etapu - sieciowania, ktory wydtuzat czas
eksperymentu.

Podtoza krzemowe podloza Si/SiO2/Au nie dawaly powtarzalnych
wynikow, co sklonito do dalszych poszukiwah innych rodzajow podtozy. Jedng z
przyczyn takiego zachowania moze by¢, Ze powierzchnia elektrod wynosita
zaledwie okoto 2-3m? a wigc niewielka byla ilo$¢ probkowanego materiatu.
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7.1.2 Podloza szklane z elektrodami ITO

Kolejnym podtozem, ktére wytypowanym do badan byty podtoza szklane
z elektrodami ITO. Wybrano do tego celu gotowe podloza firmy Ossila S161
ze stalg dlugoscig kanatu wynoszaca 50 mikrondw przedstawionego na
Rysunku 39. W tym przypadku catkowite pole powierzchni elektrod jest duzo
wigksze niz w przypadku podkladu S181 co pozwala zarejestrowaé sygnal z
wigkszego obszaru.

/f | : _

t

Rysunek 39 Podloze szklane firmy Ossila (S161) z elektrodami ITO

Do wszystkich badan opisanych dalej w pracy wykorzystano podioza
szklane z ITO z cienka warstwa polimeru wraz z zaadsorbowanym do niego
biatkiem. Na uprzednio wymyte (w ptuczce ultradzwickowej z izorpopanolem)
1 osuszone w strumieniu azotu podtoze szklane z ITO, za pomoca metody spin
coating’u nanoszono cienka warstwe¢ polimeru. Na tym etapie do tworzenia
cienkich warstw polimerowych wykorzystano polistyren.

W pierwszych badaniach adsorpcji biatek przygotowano dwa rodzaje
probek: z czystym polimerem PS oraz z polimerem PS wraz z osadzonym na jego
powierzchni biatkiem BSA. Po 24h od momentu wylania cienkiej warstwy
polimeru na podtozu szklanym z ITO osadzono BSA (inkubacja 30-60 minut)
w celu wysycenia powierzchni polimerowej biatkiem. Tak przygotowane podtoza
z samym polimerem PS oraz PS z biatkiem BSA umieszczono w uktadzie
pomiarowym (Rysunek 37) 1 podtagczono do Spektrometru Impedancyjnego Agilent
4294A. Mierzono odpowiedz impedancyjng ukladu z umieszczong w S$rodku
probka badang w zakresie 40Hz-10MHz, amplituda pola mierzacego wynosita
100mV.

Eksperyment przeprowadzono w nast¢pujacych krokach:

a) przygotowanie roztworow polimeru i biatek,

b) przygotowanie podiozy szklanych z elektrodami ITO — wymycie
w izopropanolu w ptuczce ultradzwickowej przez 10 minut,

c) suszenie podlozy w strumieniu azotu,
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d) wylanie cienkiej warstwy polimeru za pomoca metody spin

coating’u,

e) inkubowanie biatka BSA na powierzchni polimerowej w czasie

30-60 minut,

f) umieszczenie podiloza z biatkami w ukladzie pomiarowym
1 podtaczenie do Spektrometru Impedancyjnego Agilent 4294A,

g) wykonanie pomiaru probki z polimerem oraz probki z polimerem
wraz z osadzonym biatkiem BSA;

Przyktadowe wyniki
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Rysunek 40 Widma impedancyjne — czg$¢ rzeczywista i urojona oraz kat fazowy komorki
szklanej z elektrodami ITO z cienka warstwa polimeru PS oraz PS z biatkiem BSA

Badania przeprowadzone na podtozach szklanych ITO w warunkach
»suchych” przyniosty zadowalajaco lepsze wyniki w poréwnaniu do podlozy



Si/Si02. Przeprowadzone eksperymenty pokazaty, ze podloza szklane z
elektrodami ITO firmy Ossila S161 nadaja si¢ do dalszych badan nad adsorpcja
biatek do podtozy polimerowych. Problematyczny okazat si¢ proces suszenia, czyli
odparowywanie buforu z powierzchni probki co skutkowato tym, ze pomiary byty
niepowtarzalne.

7.1.3 Podtoza szklane z elektrodami ITO — pomiary w uktadzie mikrofluidycznym
typu I — dobor polimeru

Po otrzymaniu obiecujacych wynikow na podtozach szklanych
z elektrodami ITO utworzono kolejny prototyp uktadu pomiarowego, ktory
umozliwiat rejestrowanie widm impedancyjnych w czasie rzeczywistym adsorpcji
biatek do podtozy polimerowych. Uktad przedstawiono na Rysunku 41. Widoczne
na zdjgciach przetaczniki typu dip switch umozliwiaja wybor pary elektrod, ktore
sa podlaczone do spektrometru. Przez dwa otwory widoczne w uchwycie za
pomocg elastycznych wezykow, wprowadzone byly roztwory biatek, ktoére
obmywaly podloze z naniesiong warstwg polimerowa.

Na tym etapie poszukiwano odpowiedniego polimeru, ktéry zapewniatby
powtarzalno$¢ wynikow pomiaréw impedancyjnych, nie zaktdcatby odpowiedzi
probki i pozytywnie wplywat na adsorpcje biatek do swojej powierzchni. W tym
celu zbadano trzy rodzaje polimerow PS, PS domieszkowany bromem (10.6% oraz
29.5%) 1 PnBMA (poli(N-butylo-metakryloamid). Na warstwach polimerowych
osadzano bialkko BSA z roztworu o st¢zeniu 5Smg/mL w PBS. Dodatkowo
zarejestrowano réwniez widma impedancyjne buforu PBS w celu ustalenia jego
wplywu na odpowiedz probki.

Proces przygotowania probki badanej 1 podtozy szklanych/ITO z cienka
warstwg polimerowa odbywal si¢ tak samo jak opisano w podrozdziale 7.1.2.
Na podtoza szklane z ITO i naniesionym polimerem wprowadzono za pomoca
silikonowych rurek uktadu mikrofluidycznego typu I (Rysunek 41) roztwor biatek
w buforze PBS. OdpowiedZ impedancyjna probek byta rejestrowana za pomoca
Spektrometru Agilent 4294A w czasie 30 lub 60 minut (interwat rejestracji
wynikéw wynosit 5 minut) podobnie jak poprzednio warto$¢ amplitudy pola
mierzacego wynosita 100mV a zakres czestotliwosci 40Hz -10MHz. Eksperyment
przeprowadzono w nastepujacych krokach:

a. Umieszczenie podtoza szklanego/ITO z cienkg warstwa polimeru
w uktadzie mikrofluidycznym (Rysunek 41).

b. Podlaczenie uktadu mikrofluidycznego do  Spektrometru
Impedancyjnego Agilent 4294A.

c. Wprowadzenie na powierzchni¢ probki z polimerem za pomoca
kanalu wprowadzajacego roztworu buforu PBS i pomiar odpowiedzi
impedancyjnej w czasie.
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d. Wprowadzenie roztworu biatka na powierzchni¢ probki za pomoca
strzykawki lub pompy perystaltycznej (o przeplywie 1mL/min)
1 pomiar odpowiedzi impedancyjnej w czasie.

Wspomniany uktad mikrofluidycznym typu I (Rysunek 41) pozwala na
badanie odpowiedzi impedancyjnej probki z polimerem i/lub biatkiem dzieki
odpowiedniemu miejscu na probke.

Roztwory biatek jak 1 bufor PBS wprowadzano do komory
mikrofluidycznej za pomoca strzykawki lub pompy perystaltycznej mierzac
odpowiedz impedancyjna uktadu w czasie rzeczywistym. Dodatkowo obecne w
ukladzie przelaczniki, umozliwiaja wybor danej pary elektrod na probce, ktorej
odpowiedz impedancyjng w danym momencie mozna zmierzy¢ (nasze podtoza
szklane z ITO cechowaly si¢ jednakowa odlegtoscig elektrod ITO w kanale, ale
komercyjnie dostgpne sg rézne warianty podloza S161 co przedstawiono na
Rysunku 39.

Rysunek 41 Mikrofluidyczny uktad do pomiaréw impedancyjnych podtozy szklanych z
ITO typu I z: miejscem na probke wraz z pinami umozliwiajacymi kontakt z elektrodami
ITO, przetacznikiem doboru pary elektrod ITO, silikonowymi kanalikami
doprowadzajace i odprowadzajace roztwor, wieczkiem mocujacym i uszczelka

W celu analizy ilo$ciowej otrzymywanych widm wybrano procedure
polegajaca na znalezieniu maksimum tangensa kata przesuniecia fazowego tg@max
jako pojedynczej wartosci charakterystycznej dla danego widma zmieniajgcego si¢
W czasie.

Zatozono, ze widma impedancyjne beda zalezne rowniez od zastosowanego
buforu PBS, ktéry byt uzywany do przygotowania roztworow biatek. Dlatego przed
wprowadzeniem biatek badana byta odpowiedz ukladu w obecnosci czystego
roztworu PBS.

Przyktadowe wyniki dla poszczegdlnych polimeréw przedstawiono
na Rysunku 42.
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W uktadzie mikrofluidycznym typu I umieszczono gotowe podioze
i za pomocg silikonowych kanalikow oraz strzykawki wprowadzono roztwor
buforu PBS. Widma byly rejestrowane przez czas 60 minut. Pomiar oznaczony jako
czas 0 min odpowiadal momentowi, w ktérym roztwor zostat wprowadzony do
komory mikrofluidycznej. Natomiast kolejne pomiary, oznaczone odpowiednio
czasami 30 min 1 60 min, odzwierciedlaty czas, ktory mingt od momentu
wprowadzenia  buforu do ukladu 1 rejestracji  kolejnych  widm.
Nastepnie wstrzyknieto roztwor BSA w buforze PBS i kontynuowano pomiary.
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Rysunek 42 Widma impedancyjne wraz z maksimum kata przesunigcia fazowego tg@max
podioza szklanego z ITO pokrytego polimerem PS po wprowadzeniu na jego
powierzchnig buforu PBS oraz biatka BSA (pomiary zarejestrowane w czasach
0 min, 30 min 60 min)
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Rysunek 43 Zestawienie maksimow tangensa kata przesuniecia fazowego dla podtoza
szklanego z ITO pokrytego polimerem PS po wprowadzeniu buforu PBS i biatka BSA

Otrzymane wyniki pokazuja, ze zar6wno bufor jak i1 biatko BSA maja
wplyw na widma impedancyjne, katy przesunigcia fazowego dla buforu i biatka
réznig si¢. Mozna stwierdzi¢, ze mozliwym jest za pomoca zaprojektowanego
uktadu mikrofluidycznego typu I prowadzenie badania nad adsorpcja bialek do
powierzchni polimerowych.

Kolejnym przeprowadzonym eksperymentem byto zbadanie wplywu
innych polimerdéw na adsorpcje¢ biatek do ich powierzchni w warunkach ciektych.
Przykladowe wyniki dla polistyrenu domieszkowanego bromem (odpowiednio
10.6% 1 29.5%) przedstawiono ponizej (Rysunek 44).

Eksperyment, tak jak poprzednie, polegaly na przygotowaniu podlozy
szklanych z ITO z naniesiong cienka warstwa polimeru, umieszczenie go
w uktadzie mikrofluidycznym 1 przeprowadzeniu pomiaréw w celu analizy procesu
adsorpcji biatka BSA za pomocg Spektrometru Agilent 4294A w czasie 60 minut.
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Rysunek 44 Widma impedancyjne wraz z maksimum kata przesunigcia fazowego tg@max
podtoza szklanego z ITO pokrytego polimerem PS domieszkowanym bromem po
wprowadzeniu na jego powierzchni¢ oraz biatka BSA (pomiary zarejestrowane w czasach

Przeprowadzone

0 min, 30 min 60 min)

pomiary

impedancyjne

dla  polimeru

PS

domieszkowanego bromem (10.6% oraz 29.5.%) nie przyniosly zadowalajacych
wynikow. Widma charakteryzowaty si¢ duzym rozrzutem danych i fluktuacjami.
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Zdecydowano, ze domieszkowany bromem polistyren nie bedzie stanowil
odpowiedniego podtoza stuzacego do dalszych badan.

Kolejnym zbadanym polimerem byt PnBMA 1 jego wpltyw na adsorpcj¢
BSA. Eksperyment przeprowadzono analogicznie jak w przypadku trzech
poprzednich polimeréw z r6znica, ze roztwor biatka BSA wprowadzono do uktadu
za pomocg pompy perystaltycznej o przeplywie ImL/min potaczonej z kanalikami
silikonowymi uktadu mikrofluidycznego typu I. Na Rysunku 45, przedstawiono
najlepsze widma impedancyjne otrzymane, dlatego polimeru oraz zalezno$¢
maksymalnej warto$ci tangensa kata fazowego w funkcji czasu. W pozostatych
probach widma impedancyjne cechowat duzy rozrzut wynikéw, dlatego
zrezygnowano z zastosowania PnBMA do kolejnych badan.
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Rysunek 45 idma impedancyjne wraz z maksimum kata przesunigcia fazowego tg@max
podtoza szklanego z ITO pokrytego polimerem PnBMA po wprowadzeniu na jego
powierzchni¢ oraz biatka BSA (pomiary zarejestrowane w czasach

0 min, 15 min 30 min)

Otrzymane wyniki dla polimeru PnBMA cechowaly si¢ stabilniejszymi
widmami niz w przypadku domieszkowanego bromem  polistyrenu.
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Zrezygnowano jednak z zastosowania PnBMA do kolejnych badan, poniewaz
wyniki nie byty powtarzalne.

Zaprojektowany uktad mikrofluidyczny typu I pozwala na S$ledzenie
procesu osadzania si¢ biatek na powierzchni polimerowej w czasie rzeczywistym.
Sposrdd przebadanych polimerdéw, najlepszym, ktory pozwala na otrzymanie
powtarzalnych i stabilnych wynikéw byt polistyren PS, dlatego to on stanowit
dalsza podstawe do badan adsorpcji bialek w czasie rzeczywistym.

7.1.4 Podloza szklane z elektrodami ITO — pomiary w uktadzie mikrofluidycznym typu I
— immunoreakcja

W oparciu o wezesniej przeprowadzone badania adsorpcji biatka albuminy
wolowej BSA, stanowigcym biatko referencyjne, do podtozy polimerowych
zdecydowano si¢ na przebadanie immunoreakcji na podtozach szklanych
z elektrodami ITO z polimerem PS w ukladzie mikrofluidycznym typu I
przedstawionego na Rysunku 41. Przeprowadzono dwa rodzaje eksperymentow,
gdzie badane bialtko bylo wprowadzone na podtoze polimerowe za pomoca pompy
perystaltycznej o statym przeptywie dla roztworu biatka badanego wynoszacym
ImL/min. Pierwszy z eksperymentdw polegal na rejestracji widm impedancyjnych
podczas przeptywu buforu PBS, podczas przeptywu i adsorpcji roztworu biatka IgG
(krdlicza immunoglobulina firmy Sigma Aldrich) o stezeniu 50pg/mL
rozpuszczone w buforze PBS, podczas przepltywu i immunoreakcji roztworu biatka
algG (anty-krélicze przeciwcialo firmy Sigma Aldrich) o stgezeniu 50pg/mL
rozpuszczone w buforze PBS do wcze$niej zaadsorbowanej immunoglobuliny IgG
na PS. Wartos¢ amplitudy pola mierzacego wynosita 100mV a zakres
czestotliwosci  40Hz-10MHz. Widma pomiarowe rejestrowano w czasie
rzeczywistym z zapisem widm co 5 minut. Opis eksperymentu przedstawiono
ponizej:

I.  Wprowadzenie biatek na podloze z polimerem PS za pomoca pompy
perystaltycznej — pomiar dynamiczny w czasie rzeczywistym:

a. Przygotowanie podtozy szklanych z elektrodami ITO i wylanie
na nie cienkiej warstwy polimerowej PS o st¢zeniu 20mg/mL
rozpuszczonego w toluenie metoda spin coating’u.

b. Umieszczenie podtoza szklanego/ITO z polimerem w uktadzie
mikrofluidycznym typu I i podlaczenie go do spektrometru
Agilent 4294A.

c. Pomiar dla roztworu buforu PBS - rejestracja widm
impedancyjnych w czasie 60 minut przy stalym przepltywie
buforu ImL/min.

d. Adsorpcja biatka IgG, wprowadzenie do komory
mikrofluidycznej roztworu biatka IgG za pomoca pompy
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perystaltycznej — rejestracja widm impedancyjnych w czasie 60
minut przy statym przeptywie roztworu biatka ImL/min,
rejestrujgc pomiary co 5 minut.

e. Immunoreakcja - wprowadzenie do komory mikrofluidyczne;j
roztworu biatka algG za pomocg pompy perystaltycznej —
pomiar widm impedancyjnych w czasie 60 minut przy statym
przeplywie roztworu biatka 1mL/min.

Otrzymane wyniki widm impedancyjnych dla poszczegdlnych etapoéw
eksperymentu przedstawiono ponizej (Rysunek 46):
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Rysunek 46 Widma impedancyjne wraz z maksimum kata przesunigcia fazowego tg@max
podtoza szklanego z ITO pokrytego polimerem PS po wprowadzeniu na jego
powierzchnig¢ oraz biatka IgG oraz algG (pomiary zarejestrowane w czasach

0 min, 30 min 60 min)
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Na Rysunku 47 przedstawiono zmiany wartosci maksimow tangensa kata
przesunigcia fazowego w czasie osadzania biatka IgG 1 immunoreakcji z algG:

osadzanie
124 IgG

immunoreakcja
1gG - algG

19 Prnax
3

L
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T T T T T T
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Rysunek 47 Zestawienie maksimow tangensa kata przesunigcia fazowego dla podtoza
szklanego z ITO pokrytego polimerem PS przed i po immunoreakcji

Otrzymane wyniki cechowaly si¢ powtarzalnoscig widm impedancyjnych,
bez zaburzen 1 fluktuacji, ktore sugerowalyby na niestabilno$¢ uktadu.
Na podstawie widm z Rysunku 46 i poréwnanych maksimow tangensa kata
przesunigcia fazowego dla IgG oraz algG z Rysunku 47 pokazano, ze odpowiedz
uktadu rézni si¢ w przypadku adsorpcji IgG do powierzchni polimeru oraz
pdzniejszej immunoreakcji IgG-algG.

7.1.4.1 Mikroskopia Fluorescencyjna — wyniki dla immunoreakcji

W celu potwierdzenia taczenia biatka IgG z algG, czyli do powstania reakcji
immunologicznej na podtozu szklanym ITO pokrytym polistyrenem, odtworzono
eksperyment przeprowadzony w uktadzie mikrofluidycznym typu I
1 przeprowadzono obserwacje pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Przygotowano dwie serie probek na podtozach szklanych z ITO oraz cienka
warstwg polimeru PS os stezeniu 20mg/mL w toluenie oraz biatkami: BSA
o stezeniu Smg/mL, IgG o stgzeniu 200pug/mL oaz algG + TRICT o stgzeniu
Sug/mL. TRICT to jeden ze znacznikéw fluorescencyjnych wykorzystywanych w
biologii molekularnej i biochemii. Jest to organiczny barwnik, ktory potaczony jest
z przeciwcialami lub innymi biomolekutami, aby umozliwi¢ wizualizacje
1 wykrywanie tych czasteczek w badaniach. TRICT wykazuje emisj¢ w zakresie
bliskiej podczerwieni, co pozwala na penetracj¢ przez tkanki i innych materiatow
biologicznych, a takze zapewnia wicksza czutos$¢ i specyficznos$¢ detekeji [136].
Bialka byly rozpuszczone w buforze PBS. Kazde z biatek inkubowano przez
60 minut.

Pierwsza seria probek stanowita odniesienie, na ktorej nie dochodzi do
immunoreakcji. W tym przypadku podloza szklane z ITO i cienka warstwa
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polimeru pokryte zostaty biatkiem BSA a nast¢pnie zanurzone w roztworze biatka
znakowanego fluorescencyjnie (algG + TRICT). Druga seria probek stanowita test
kontrolny 1 sktadata si¢ z tych samych podtozy, ale pokrytych biatkiem IgG
1 zainkubowanym na nim algG + TRICT. Otrzymane obrazy z mikroskopii
fluorescencyjnej przedstawiono ponizej (Rysunek 48).

BSA z algG + TRICT IgG z algG + TRICT
e e

Rysunek 48 Obrazy z mikroskopii fluorescencyjnej podtozy szklanych z ITO pokryte
cienka warstwg polimeru oraz biatkami: BSA z algG + TRICT oraz IgG z algG + TRICT

Przeprowadzony eksperyment potwierdzil zaj$cie immunoreakcji
na podtozu pokrytym IgG. Brak fluorescencji w przypadku podlozy pokrytych BSA
1 zanurzonych w roztworze algG TRICT $wiadczy o tym, Ze bialko to nie adsorbuje
do podloza. Jasny obraz podtozy polimerowych pokrytych IgG i zanurzonych algG
TRICT $wiadczy o zajSciu immunoreakcji IgG-algG podobnie jak
w eksperymencie, ktorego wyniki przedstawiono na Rysunkach 46 1 47.

7.1.5 Wptyw amplitudy pola mierzacego na widma impedancyjne

W niniejszej czesci przeprowadzono eksperymenty majace na celu
poréwnanie wplywu amplitudy pola mierzacego na widma impedancyjne badanych
podlozy z cienka warstwa polimeru oraz zaadsorbowanymi biatkami na jego
powierzchni. Poprzednio przeprowadzone i opisane pomiary zostaly wykonane
przy wartosci amplitudy napigcia zmiennego (AC) wynoszacego 100 mV.
Wykonano rowniez pomiary dla tych samych warunkow, ale przy amplitudzie pola
mierzacego wynoszacego 10 mV. W literaturze mozna znalez¢ rdzne badania
dotyczace impedancyjnych pomiaréw biatek, w ktoérych uzyto amplitud pola
mierzacego AC w zakresie 5-100 mV [137] [138] [139].

Przygotowanie podtozy odbywato si¢ w taki sam sposob jak w przypadku
poprzednich eksperymentow; na wymyta powierzchnie szklang z elektrodami ITO,
naniesiono cienkg warstwe polimeru PS (o stezeniu 20mg/mL w toluenie) metoda
spin coating’u, umieszczano w uktadzie mikrofluidycznym typu I, podtaczano do
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spektrometru impedancyjnego Agilent 4294A 1 po wprowadzeniu roztworu biatek
prowadzono pomiary w czasie rzeczywistym.

Zmierzono widma dla dwoch amplitud pola mierzacego (10 mV oraz 100
mV) dla nastepujacych biatek:

e biotyna ze streptawidyna (o st¢zeniu 100pg/mL w PBS),

e biotynylowane

BSA (bBSA)
ze streptawidyng (o stezeniu 100pug/mL w PBS).

(o

stezeniu  200pg/mL  w  PBS)

e JgG (o stezeniu 100ug/mL w PBS) z algG (o stezeniu 100pug/mL w PBS),
g ¢ ng g ¢ ng

W przypadku immunoreakeji - IgG z algG wprowadzono dodatkowy krok
majacy na celu zablokowanie wolnej powierzchni podtoza z zaadsorbowanym juz
IgG poprzez wprowadzenie biatka BSA (o stezeniu Smg/mL w PBS).

W pierwszym przeprowadzonym eksperymencie badano proces reakcji
migdzy biatkami: biotyng oraz streptawidyng tworzace wigzanie specyficzne
biatko-biatko. Wyniki przedstawiono ponizej (Rysunek 49):
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Rysunek 49 Widma impedancyjne wraz z maksimum przesunigcia tangensa kata
fazowego dla reakcji biotyna — streptawidyna na podtozach szklanych z ITO na cienkiej
warstwie polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 10 mV

Na

Rysunku 50

zestawiono

otrzymane

wyniki

dla pomiaréw

przeprowadzonych dla wszystkich bialek na podtozu szklanym z ITO i cienka
warstwa polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego wynoszacego 10 mV:
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Rysunek 50 Zestawienie maksimdw wartos$ci tangensa kata przesunigcia fazowego dla
wigzania biotyna- streptawidyna wolnej powierzchni szklanej z ITO i cienkg warstwa
polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 10 mV

Wyniki dla wigzania biotyna - streptawidyna przy amplitudzie pola
mierzacego 100 mV przedstawiono ponizej (Rysunek 51):
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Rysunek 51 Widma impedancyjne wraz z maksimum przesunigcia tangensa kata
fazowego dla reakcji biotyna — streptawidyna na podtozach szklanych z ITO na cienkiej
warstwie polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 100 mV

Na Rysunku 52

zestawiono
przeprowadzonych dla wszystkich biatek na podiozu szklanym z ITO 1 cienka
warstwg polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego wynoszacego 100 mV:

82

otrzymane

wyniki

dla pomiarow



30+
27 1
24

214 osadzanie biotyny
. .
° Biotyna

LI .
]
°
e,
®e
reakcja biotyna-streptawidyna
* * Streptawidyna
®e
9 ®e
L X T toe

T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105 120
t [min]

Rysunek 52 Zestawienie maksimow warto$ci tangensa kata przesunigcia fazowego dla
wigzania biotyna- streptawidyna wolnej powierzchni szklanej z ITO i cienkg warstwa
polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 100 mV

Ostatnim zestawem biatek, dla ktorych poréwnano wptyw amplitudy pola
mierzacego (10 mV 1 100 mV) bylo biotynylowane BSA (bBSA) wraz
ze streptawidyna tworzace wigzanie specyficzne biatko-bialko.
Wyniki przedstawiono ponizej (Rysunek 53):
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Rysunek 53 Widma impedancyjne wraz z maksimum przesuni¢cia tangensa kata
fazowego dla reakcji bBSA — streptawidyna na podtozach szklanych z ITO na cienkiej
warstwie polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 10 mV

Na

Rysunku

54

zestawiono

otrzymane

wyniki dla pomiarow

przeprowadzonych dla wszystkich biatek na podiozu szklanym z ITO 1 cienka
warstwg polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego wynoszacego 10 mV:
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Rysunek 54 Zestawienie maksimow warto$ci tangensa kata przesunigcia fazowego dla
wigzania bBSA - streptawidyna wolnej powierzchni szklanej z ITO i cienkg warstwa
polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 10 mV
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Wyniki dla wigzania biotyna - streptawidyna przy amplitudzie pola
mierzacego 100 mV przedstawiono ponizej (Rysunek 55):
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Rysunek 55 Widma impedancyjne wraz z maksimum przesunigcia tangensa kata
fazowego dla reakcji bBSA — streptawidyna na podtozach szklanych z ITO na cienkiej
warstwie polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 100 mV

Na Rysunku

56

zestawiono

otrzymane

wyniki

dla pomiarow

przeprowadzonych dla wszystkich biatek na podiozu szklanym z ITO 1 cienka
warstwg polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego wynoszacego 10 mV:
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Rysunek 56 Zestawienie maksimow wartosci tangensa kata przesunigcia fazowego dla
wigzania bBSA - streptawidyna wolnej powierzchni szklanej z ITO i cienkg warstwa
polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 100 mV

W kolejnym przeprowadzonym

eksperymencie

badano proces

immunoreakcji IgG-algG. Przygotowane podloza szklane z ITO i cienka warstwa
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polimeru umieszczono w uktadzie mikrofluidycznym typu I i przeprowadzono
pomiary w czasie rzeczywistym odpowiednio przez 60 minut dla bialek IgG 1 algG
oraz 30 minut dla biatka blokujacego BSA dla dwoch amplitud pola mierzacego 10

mV 1 100 mV. Wyniki przy amplitudzie pola mierzagcego 10 mV przedstawiono
ponizej (Rysunek 57):
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Rysunek 57 Widma impedancyjne wraz z maksimum przesuni¢cia tangensa kata
fazowego dla IgG, BSA oraz algG na podtozach szklanych z ITO na cienkiej warstwie

Na

polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 10 mV

Rysunku
przeprowadzonych dla wszystkich biatek na podiozu szklanym z ITO 1 cienka

58

zestawiono

otrzymane

wyniki

dla

pomiarow

warstwg polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego wynoszacego 10 mV:
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Rysunek 58 Zestawienie maksimow warto$ci tangensa kata przesunigcia fazowego dla
immunoreakcji wraz z blokowaniem wolnej powierzchni szklanej z ITO i cienkg warstwa
polimeru PS biatkiem BSA amplitudzie pola mierzagcego 10 mV

Wyniki dla immunoreakcji IgG-algG przy amplitudzie pola mierzacego
100 mV przedstawiono ponizej (Rysunek 59):
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Rysunek 59 Widma impedancyjne wraz z maksimum przesuni¢cia tangensa kata
fazowego dla IgG, BSA oraz algG na podtozach szklanych z ITO na cienkiej warstwie
polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego 100 mV

Na Rysunku 60 zestawiono otrzymane wyniki dla pomiaréw
przeprowadzonych dla wszystkich bialek na podtozu szklanym z ITO i cienka
warstwa polimeru PS przy amplitudzie pola mierzacego wynoszacego 100 mV:
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Rysunek 60 Zestawienie maksimdw wartos$ci tangensa kata przesunigcia fazowego dla
immunoreakcji wraz z blokowaniem wolnej powierzchni szklanej z ITO i cienkg warstwa
polimeru PS biatkiem BSA przy amplitudzie pola mierzacego 100 mV

Przeprowadzone eksperymenty pokazaly, ze stosujac zar6wno matg (10mV) jak i
duza (100 mV) amplitud¢ pola mierzagcego mozna zaobserwowaé zamiany
odpowiedzi impedancyjnych badanych probek zachodzace na skutek adsorpcji jak
1 immunoreakc;ji.

7.2 Pomiary w uktadzie mikrofluidycznym typu II

Po uzyskaniu obiecujacych wynikow z pomiaréw impedancyjnych podczas
adsorpcji biatek do podtozy polimerowych jak i1 reakcji miedzy biatkami
skonstruowano nowy uklad mikrofluidycznym typu II przedstawiony na
Rysunku 61, umozliwiajacy jednoczesny pomiar na dwoch elektrodach ITO
podtoza szklanego z naniesiong cienka warstwa polimerowa. Dzigki nowemu
uktadowi mozliwe bylo wykrywanie w czasie rzeczywistym reakcji specyficznego
wigzania migdzy biatkami przy rownoczesnym pomiarze wpltywu medium w jakim
byty rozpuszczone. W tych badaniach wykorzystano trzy typy pary biatek: IgG z
algG (krolicze), CRP z aCRP (wyizolowane z surowicy ludzkiej) oraz bBSA
(biotynylowane BSA) ze streptawidyna.

Uktad mikrofluidyczny typu II umozliwil jednoczesny pomiar odpowiedzi
impedancyjnej dwoch elektrod, z ktorych jedna pokryta byta biatkiem wigzacym
specyficznie wykrywane biatko (elektroda testowa), a druga pokryta byta biatkiem
blokujacym, czyli BSA (elektroda referencyjna). Dzigki temu mozliwe byto
rejestrowanie odpowiedzi zwigzanej z obecnos$cia roztworu i adsorpcji specyficznej
(elektroda I) 1 odpowiedzi zwigzanej tylko z obecnoscia roztworu (elektroda II).
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Rysunek 61 Uktad mikrofluidycznym typu Il z widocznym miejscem na probke wraz z
wieczkiem, silikonowymi kanalikami do-/odprowadzajacymi roztwor oraz elektrodami
umozliwiajagcymi podigczenie do spektrometrow Agilent 4294 A

Przeprowadzono pomiary widm impedancyjnych dla nast¢pujacych par
biatek:

o IgG z algG (o stezeniu Spug/mL w PBS),
e CRP z aCRP (o stezeniu Spg/mL w PBS).

W celu weryfikacji zajScia immunoreakcji wykorzystano rowniez biatka
znakowane fluorescencyjnie.

Pierwsze biatka z wyzej wymienionych par (IgG, CRP) inkubowano na
powierzchni polimerowej w czasie 60 minut na powierzchni elektrody I badanej
probki. W celu pokrycia dwoch elektrod badanymi biatkami, oddzielano je
parafilmem 1 nakrapiano dany roztwor biatka. Elektroda II (referencyjna) byta
pokrywana biatkiem blokujagcym BSA o stezeniu Smg/mL w PBS przez 60 minut.
Do badania procesu immunoreakcji wykorzystano stezenie bialek wynoszacej
Sug/mL typowe dla testow [156].

Przebieg eksperymentow przebiegat nastgpujaco:

a. Przygotowanie podtozy szklanych z elektrodami ITO i1 wylanie
na nie cienkiej warstwy polimerowej PS o st¢zeniu 20mg/mL
rozpuszczonego w toluenie metodg spin coating’u.

b. Inkubacja biatek na elektrodach I (IgG, CRP,) 1 II (BSA) w
czasie 60 minut o st¢zeniu roztworu 200pg/mL w PBS.

c. Umieszczenie podiloza szklanego/ITO z cienka warstwa
polimerowa 1 zaadsorbowanymi bialkami w ukladzie
mikrofluidycznym typu II i podtaczenie go do spektrometrow
Agilent 4294A 11 II — elektroda I do spektrometru I natomiast
elektroda II do spektrometru II.

d. Wprowadzenie roztworu biatka (algG, aCRP) 1 rejestracja widm
impedancyjnych w czasie 60 minut. *Dodatkowo przy pomiarze
IgG-algG TRICT wprowadzono roztwor biatka blokujacego
BSA o stezeniu 100pg/mL w PBS w celu zablokowania

90



ewentualnych wolnych miejsc na podtozu i rejestracja widm
impedancyjnych w czasie 20 minut.

Otrzymane wyniki z pomiarow impedancyjnych dla pary biatek IgG-algG
przedstawiono na Rysunku 62. Zauwazy¢ mozna, ze po wprowadzeniu na
powierzchnie obu elektrod I 1 II widoczna jest zmiana przesunig¢cia kata
fazowanego i tgemax tylko na elektrodzie I pokrytej biatkiem IgG za$ sygnaty na
elektrodzie II pokrytej biatkiem blokujacym BSA nie wykazuja zmian
charakterystycznych dla reakcji miedzy biatkami, co bylo zachowaniem
oczekiwanym. Eksperyment ten potwierdzit praktyczne zastosowanie
skonstruowanego uktadu mikrofluidycznego jako podstaw¢ do budowy prototypu
biosensora bazujacego na pomiarach przesuni¢cia kata fazowego tg@max.

Elektroda I pokryta IgG + algG Elektroda II pokryta BSA + algG
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Rysunek 62 Przyktadowe widma impedancyjne z zestawieniem warto$ci maksimum kata
przesuniecia fazowego tgomax dla pary biatek 1gG-algG (amplituda pola mierzacego
10 mV)

Powtorzono eksperyment dla pary biatek IgG-algG, gdzie algG byto
znakowane fluorescencyjnie TRICT. Dodatkowym krokiem w przeprowadzonym
eksperymencie dla tej pary bialek byto wprowadzenie roztworu biatka blokujacego
BSA o stezeniu 100pg/mL w PBS w celu zablokowania ewentualnych wolnych
miejsc na elektrodach 11 II. Probke bezposrednio po przeprowadzonych pomiarach
impedancyjnych poddano analizie pod mikroskopem fluorescencyjnym w celu
potwierdzenia zajScia immunoreakcji na elektrodzie 1. Wyniki z pomiaréw
przedstawiono ponizej (Rysunek 63):
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Rysunek 63 Widma impedancyjne z zestawieniem warto$ci maksimum kata przesunigcia
fazowego tgomax dla pary biatek IgG-algG z algG znakowanym fluorescencyjnie TRICT
(amplituda pola mierzacego 10 mV)

wywoluje znaczacych zmian tg@max.

Sygnaty na elektrodzie I wykazywaly bardzo niewielkie zmiany mogace
$wiadczy¢ o zaj$ciu immunoreakcji. Dla elektrody II zablokowanej biatkiem BSA
po wprowadzeniu roztworu BSA na jej powierzchni¢ obserwujemy niewielka
zmiang tgoma, moze to swiadczy¢ o zmianie wlasciwosci pokrytej powierzchni
elektrody II w wyniku desorpcji BSA na skutek konkurencji o miejsce wigzania na
powierzchni. Podobne zachowanie zostato zaobserwowane przez M. Holmberg
w przypadku IgG na powierzchni polimeru PET (politereftalan etylenu) [140].
Wprowadzenie do uktadu roztworu biatka algG znacznikowanego fluorescencje nie
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Po przeprowadzeniu pomiaréw impedancyjnych probki wyjete z uktadu
mikrofluidycznego poddano analizie pod mikroskopem fluorescencyjnym. Miato
to na celu weryfikacje zajécia reakcji migdzy biatkami IgG-algG TRICT oraz
sukcesywne zablokowanie powierzchni bialtkiem BSA. Wyniki przedstawiono
ponizej (Rysunek 64).

Elektroda I pokryta IgG + algG TRICT —  Elektroda I pokryta IgG + algG TRICT —
bez pomiarow impedancyjnych: bez pomiarow impedancyjnych:

Elektroda I pokryta IgG + algG TRICT —  Elektroda I pokryta IgG + algG TRICT —
Po pomiarach impedancyjnych: Do pomiarach impedancyjnych”

Rysunek 64 Widma fluorescencyjne dwoch probek z elektrodami I (pokrytymi IgG) oraz
elektrodami II (pokrytymi BSA) po wprowadzeniu na ich powierzchni¢ znakowanego
fluorescencyjnie TRICT algG bez pomiardw i po przeprowadzonych pomiarach
impedancyjnych

Jasne obrazy zarejestrowane dla elektrod pokrytych IgG $§wiadcza o zajsciu
reakcji wigzania algG. Na elektrodzie referencyjnej réwniez widoczne sa
niewielkie jasne plamki, mozna przypuszcza¢, na podstawie powyzszych
pomiardéw, ze elektroda II po pomiarach impedancyjnych wykazuje $lady biatka
algG znakowanego fluorescencyjnie TRICT, co moze $wiadczy¢ o konkurowaniu
biatek o miejsce na powierzchni i desorpcje BSA. Mimo dowodu na wigzanie biatka
znacznikowanego fluorescencyjnie, nie widzimy jego wplywu na odpowiedz
impedancyjng badanego uktadu.

Kolejng parg bialek poddang badaniom impedancyjnym, mierzone
rownolegle na dwoch elektrodach byly CRP-aCRP (bez blokowania elektrod 11 II
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dodatkowo biatkiem BSA 100pg/mL w PBS). Wyniki przedstawiono na
Rysunku 65.

Elektroda I pokryta CRP +aCRP Elektroda Il pokryta BSA +aCRP
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Rysunek 65 Widma impedancyjne z zestawieniem warto$ci maksimum kata przesuniecia
fazowego tgomax dla pary biatlek CRP-aCRP (amplituda pola mierzacego 10 mV)

Na podstawie powyzszych wynikow dla pary bialek CRP-aCRP na
elektrodzie 1 zauwazy¢ mozna zmiany po wprowadzeniu przeciwciala na
powierzchnig elektrody pokrytej CRP, co §wiadczy o reakcji migdzy tymi biatkami.
Kolejny raz udowodniono, ze skonstruowany uktad jak 1 mierzone parametry
(tgomax) pozwalaja na wykrycie reakcji specyficznej biatko-biatko. Elektroda II
pokryta biatkiem blokujacym BSA jak si¢ spodziewano nie wykazywala zadnych
zmian, co jednoznacznie $§wiadczy o efektywnym zablokowaniu powierzchni
podtoza.

7.3 Badania adsorpcji biatek metodg TOF-SIMS

Réwnolegle do badan spektroskopowych przeprowadzono badania za
pomocg techniki ToF-SIMS, ktore umozliwily sprawdzenie czy biatka adsorbuja
do powierzchni pokrytej polimerem. Do badan wykorzystano podtoza szklane
z powtoka ITO, pokryte cienkg warstwg polimeru PS naniesionego za pomoca
metody spin coating'n. W przypadku pary bialek IgG-algG oraz CRP-aCRP
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przeprowadzono  eksperyment  udowadniajagcy  wigzanie  specyficzne
z wykorzystaniem znakowanych fluorescencyjnie algG i aCRP. W celu
potwierdzenia specyficznego wigzania streptawidyna-biotyna wykorzystano
metod¢ ToF-SIMS.

Do przygotowanych podlozy ITO z warstwa polimeru PS adsorbowano
wybrane biatka (firmy Sigma Aldrich) o nastepujacych st¢zeniach:

e BSA (5mg/mL w PBS) stanowigce referencj¢ oraz petnigce funkcj¢ biatka
blokujacego wolng powierzchnig,

e Biotynylowane BSA - bBSA (200pg/mL w PBS) zmodyfikowana forma
biatka albuminy wotowej BSA z przyczepiong czasteczka biotyny, ktory ma
zdolno$¢ silnego wigzania m.in. ze streptawidyng lub awidyna.

o Streptawidyna (100pug/mL w PBS) biatko tworzace kompleks
streptawidyna-biotyna, czyli silne wigzanie z powinowactwem do biotyny.

1 Podtoze szklane z ITO

Rysunek 66 Schemat tworzenia probki do pomiaréw ToF-SIMS wraz z kolejnoscia
naktadanych warstw (1-5)

Na Rysunku 66 przedstawiono schemat tworzenia proébek do pomiarow
ToF-SIMS. Odpowiednio numery 1-5 odpowiadaja kolejnosci przygotowania
podloza i kolejnos$¢ nakladanych warstw polimeru oraz biatek: 1 — wyczyszczenie
podloza ITO, 2 — wytworzenie cienkiej warstwy polimerowej (PS),
3 — osadzenie bialka bBSA, 4 — blokowanie powierzchni biatkiem BSA,
5 — tworzenie kompleksu streptawidyna - biotyna. Czasy inkubacji dobrano tak jak
w eksperymentach opisanych w rozdziale 7.2.

Bazujac na danych literaturowych wybrano do analizy nastepujace
fragmenty aminokwasow budujacych poszczegolne zwiazki.
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Tabela 4 Kationy fragmentéw aminokwasow budujacymi poszczegolne biatka [141]
[142]

BSA Streptawidyna
Lizyna (Lys): CsH;oN* Treonina (Thr): C4HsO", C3HsNO*
Leucyna (Leu): CsH2N* Tyrozyna (Tyr): C7H,0", CsH;oNO™
Kwas glutaminowy (Glu): CsHsNO™, Tryptofan (Trp): CoHsN™, C1oH iIN",
C4H3NO:" C11HsNO™
Fenyloalanina (Phe): CsHoN", CoHsO™

Otrzymane rezultaty sktadu chemicznego powierzchni badanej powierzchni
dla Si oraz ITO przedstawiono na rysunkach ponizej:
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Rysunek 67 Poréwnanie jondw charakterystycznych aminokwasow budujacych
streptawidyng osadzong na podtozu polimerowym

Na Rysunku 67 przedstawiono jony charakterystycznych aminokwasow
budujacych streptawidyne na podtozach szklanych z ITO uzytych do pomiarow
impedancyjnych. Wraz z czasem inkubacji zauwazy¢ mozna wzrost intensywnosci
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pikow jonow charakterystycznych aminokwasow dla streptawidyny co jest oznaka
efektywnego wigzania do podloza wspomnianego biatka.
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Rysunek 68 Porownanie intensywnosci pikow jonu charakterystycznego dla
streptawidyny po reakcji biatko-biatko w czasie z pikami referencyjnymi podtoza Si
pokrytego polimerem (PS) oraz biatkami bBSA i BSA

Na Rysunku 68 przedstawiono poréwnanie intensywno$ci pikow jonu
charakterystycznego dla streptawidyny (wchodzacego w sktad tryptofanu), probek
po reakcji pary bialek bBSA - streptawidyna oraz referencji (biatek osadzonych na
bBSA i BSA). Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze wigzanie
streptawidyny do bBSA miato miejsce co jest jednoznaczne z dojsciem do wigzania
biatko-biatko.

7.4 Prototyp biosensora — pomiary przesunig¢cia kata fazowego

Pomiary impedancyjne z wykorzystaniem uktadow mikrofluidycznych typu
I 1 II wykazaly, ze mozliwg jest analiza procesu adsorpcji 1 reakcji specyficzne]
miegdzy biatkami, pokazano rowniez, ze miarg zmian zachodzacych na elektrodach
moze by¢ kat fazowy (jego tangens). Bazujac na tej wiedzy zaprojektowano
1 zbudowano prototyp prostego ukladu elektronicznego stuzacego do analizy zmian
zachodzacych na elektrodach w trackie procesu adsorpcji biomolekut bazujacy na
ukladzie scalonym AD8302 oraz uktadzie mikroprocesorowym STM32F2.

Schemat bokowy ukfadu przedstawiony jest na Rysunku 69. Za pomoca tego
urzadzenia bezposrednio odczytywano roéznice przesunigcia fazowego sygnatu dla
elektrody referencyjnej 1 elektrody pokrytej biatkiem wigzacym umieszczonej w
uktadzie mikrofluidycznym typu II (Rysunek 61). Uktad AD8302 porownuje dwa
sygnaty z elektrody I oraz II, a jego odpowiedzi sg proporcjonalne do stosunku
amplitud (wyjscie 1) i do przesunigcia fazowego miedzy sygnatami (wyjscie 2).
Za pomocg ukladu mikroprocesorowego i przetwornika DAC na obie elektrody
podawany byl sygnal sinusoidalny o zadanej czgstotliwosci 1 amplitudzie.
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Za pomocg ADC odczytywana byla wartos¢ sygnatu z ukladu ADS302
proporcjonalna do przesunigcia fazowego. Stworzony w grupie programu

umozliwal analize¢ wynikow w czasie rzeczywistym po wprowadzeniu na
powierzchni¢ podtoza szklanego z ITO, cienkg warstwa polimeru PS, biatka
zaadsorbowanego (np. IgG, CRP) oraz roztworu biatka wigzacego si¢ z biatkiem
zaadsorbowanym na podtozu polimerowym (streptawidyna, algG, aCRP).
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Rysunek 69 Zdjecie i schemat uktadu elektronicznego bazujacego na uktadzie scalonym
ADB8302 oraz uktadzie mikroprocesorowym STM32F2 uzytego do pomiarow

Pomiary przebiegaty w nastepujacych krokach:

a.

Przygotowanie podtozy szklanych z elektrodami ITO i wylanie
za pomocg metody spin coating’u na nie cienkiej warstwy
polimerowe; PS o stezeniu 20mg/mL rozpuszczonego
w toluenie.
Inkubacja biatek na elektrodach w czasie 30 minut:
e Elektroda I - BSA (Smg/mL w PBS) — proba
referencyjna.
e Elektroda II - IgG, CRP (100pg/mL w PBS) — préba
badana.
Umieszczenie podtoza szklanego/ITO =z cienkg warstwa
polimerowa 1 zaadsorbowanymi biatkami w ukladzie
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mikrofluidycznym typu II wraz z uktadem elektronicznym
i podlaczenie do uktadu elektronicznego. Pomiary przy
amplitudzie pola mierzacego wynoszacego 100 mV i réznych
czestotliwosciach (1kHz, SkHz, 10kHz, 50kHz).

d. Wprowadzenie roztworow:

e PBS - rejestracja pomiaru przez 10min

e BSA (100pg/mL w PBS) - rejestracja pomiaru przez
30min - w celu zablokowania wolnych miejsc
na podlozu.

o algG lub aCRP (5ug/mL w PBS) gdzie algG oraz aCRP
byly nieznakowane i znakowane fluorescencyjnie FITC,
TRICT i ALEXA FLUOR 488 - rejestracja pomiaru
przez 30min.

Ponizej przedstawiono wyniki dla poszczegdlnych biatek, wraz
z reprezentatywnymi przykladami pomiarow, ktore -charakteryzowaly sie
powtarzalno$ciag w zachowaniu odpowiedzi impedancyjnej. W tych badaniach
mierzono roéznicg przesuni¢cia fazowego Aphase [deg] migdzy dwiema
elektrodami, aby wyeliminowa¢ wptyw impedancji medium. Przeprowadzono seri¢
pomiaréw dla poszczegdlnych wartosci czestotliwosci (1kHz, SkHz, 10kHz,
50kHz) w celu zarejestrowania najsilniejszej odpowiedzi probki badanej
z zaadsorbowanymi biatkami i1 reakcji specyficznej biatko-biatko na podilozu
polimerowym, pozwalajacej na §ledzenie zmian zachodzacych nad powierzchnig
elektrod ITO.

Pierwsza przebadang parg biatek byla immunoglobulina G (IgG) z serum
kréliczego oraz jego przeciwciato algG. Wyniki przedstawiono ponizej:
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1IgG+algG nieznakowane fluorescencyjnie
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Rysunek 70 Roznica przesunigcia fazowego migdzy dwiema elektrodami: mierzonej
(pokrytej biatkiem IgG) oraz referencyjnej (pokrytej BSA) po wprowadzeniu roztworéow
PBS, BSA oraz algG w r6znych czestotliwosciach.

Otrzymane wyniki (Rysunek 70) pokazuja, Zze najsilniejsza odpowiedz
uktadu IgG-algG nieznakowanego fluorescencyjnie zaobserwowaé mozna przy
czestotliwoscei sygnatu probkujacego wynoszacej 1kHz. Podobnie jak w przypadku
badan z wykorzystaniem dwoéch spektrometrow impedancyjnych (Rysunek 63),
w przypadku biatka algG znakowanego fluorescencyjnie TRICT i ALEXA FLUOR
488 nie zaobserwowano zmian, wplyw na to moze mie¢ swoista budowa samych
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znacznikéw wptywajacych na odpowiedz probki. Przeprowadzono seri¢ pomiaréw
dla uktadu IgG-algG nieznakowanego fluorescencyjnie przy czgstotliwosci, gdzie
réznica faz byla najwigksza — 1kHz. Przyktadowe wyniki przedstawiono na
Rysunku 71.
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Rysunek 71 Réznica przesunigcia fazowego uktadu IgG-algG w czgstotliwosci 1kHz

W celu potwierdzenia zaj$cia wigzania biatko-biatko w czasie rzeczywistym
na podtozach polimerowych przeprowadzono dodatkowe pomiary fluorescencyjne
probek po przeprowadzonych pomiarach réznicy przesunigcia fazowego, ktorych
wyniki przedstawiono na Rysunku 72. Jasny obraz fluorescencyjny dla elektrody
pokrytej biatkiem IgG $wiadczy o zaj$ciu reakcji po wprowadzeniu roztworu
przeciwciala algG. Na tej samej probce elektroda referencyjna pokryta biatkiem
blokujacym BSA nie wykazala zadnych zmian fluorescencyjnych, co oznacza, ze
jej powierzchnia zostata efektywnie zablokowana. Pomimo braku widocznych
zmian w wynikach impedancyjnych, wyniki z mikroskopii fluorescencyjnej
wskazuja na wystepowanie immunoreakcji na nieblokowanej elektrodzie.
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IgG-algG TRICT IgG-algG ALEXA FLUOR 488

A Elektroda z BSA

Elektroda z BSA

Powigkszenie x4 Powigkszenie x4

Powigkszenie x20 Powigkszenie x20

Rysunek 72 Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego dla elektrod referencyjne;j
(zablokowanej BSA) oraz po immunoreakcji ze znakowanym fluorescencyjnie algG
TRICT I ALEXA FLUOR 488 po przeprowadzonych pomiarach.

Kolejng parg dla ktérych przetestowano dzialanie biosensora biatko
C-reaktywne (CRP) z surowicy ludzkiej wraz z jego przeciwciatem aCRP. Pomiary
przeprowadzano dla dwoch rodzajow biatkka aCRP — nieznakowanego
fluorescencyjnie, znakowanego fluorescencyjnie FITC. Wyniki z pomiarow
przedstawiono ponizej:
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CRP+aCRP nieznakowane fluorescencyjnie
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Rysunek 73 Réznica przesunigcia fazowego migdzy dwiema elektrodami: mierzonej
(pokrytej biatkiem CRP) oraz referencyjnej (pokrytej BSA) po wprowadzeniu roztworow
PBS, BSA oraz aCRP w réznych czgstotliwosciach.

Na podstawie otrzymanych wynikéw (Rysunek 73) wnioskuje sie, ze
najsilniejsza odpowiedz ukladu CRP-aCRP nieznakowanego i1 znakowanego
fluorescencyjnie zaobserwowaé mozna przy czestotliwosci wynoszace] 1kHz.
Przeprowadzono seri¢ pomiarow dla uktadu CRP-aCRP nieznakowanego
fluorescencyjnie przy czestotliwos$ci, gdzie roznica faz byta najwigksza — 1kHz,
dodatkowo przetestowano dziatanie uktadu dla pary bialek aCRP-CRP, gdzie na
powierzchni elektrod z polimerem zaadsorbowano najpierw aCRP (o stezeniu
100pg/mL w PBS) a do uktadu wprowadzono roztwor biatka CRP (o stezeniu

t [min]

A e e s s S B S S S o e e mnas peae
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

1kHz
SkHz
10 kHz
50 kHz

1kHz
5 kHz
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Sug/mL w PBS). Wyniki przedstawiono na Rysunku 74.
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CRP + aCRP nieznakowane fluorescencyjnie
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Rysunek 74 Roznica przesunigcia fazowego uktadu CRP-aCRP oraz aCRP-CRP przy

W celu potwierdzenia zajScia wigzania bialko-bialko na podtozach
polimerowych przeprowadzono dodatkowe pomiary fluorescencyjne probek po
przeprowadzonych pomiarach rdznicy przesunigcia fazowego, ktorych wyniki
przedstawiono na Rysunku 74. Analiza obrazow fluorescencyjnych wskazuje na to,
ze po wprowadzeniu roztworu przeciwciata aCRP na elektrode pokryta biatkiem
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CRP, nastepuje reakcja wigzania migdzy biatkami. Na tej samej probee elektroda
referencyjna pokryta bialkiem blokujacym BSA nie wykazata Zadnych zmian
fluorescencyjnych, co oznacza, ze jej powierzchnia zostala efektywnie
zablokowana. Niestety podobnie jak w przypadku poprzedniej testowanej pary
biatek, zmiany roznicy przesunigcia fazowego dla uktadow CRP-aCRP
z przeciwcialem znakowanym fluorescencyjnie s3 niewielkie mimo
potwierdzonego obserwacjami za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego wigzania
si¢ tych bialek.

CRP+aCRP FITC CRP+aCRP FITC

\ Elektroda z BSA

Powigkszenie x4 Powigkszenie x20

Rysunek 75 Obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego dla elektrod referencyjnej
(zablokowanej BSA) oraz po wigzaniu CRP-aCRP

7.4.1 Konkurencja i desorpcja biatek na podtozu

Jednym z czgsto stosowanych uktadow w Dbadaniach wigzania
specyficznego jest uktad streptawidyna-biotyna. RoOwniez w niniejszej pracy
analizowano reakcje migdzy tymi biatkami za pomoca uktadu mikrofluidycznego
typu Il oraz zbudowanego przez nas uktadu do pomiaru przesunig¢cia kata
fazowego. Badania te nie dawaly jednoznacznych wynikéw, dlatego w tym
wypadku przeprowadzono rowniez pomiary z wykorzystaniem uktadu
mikrofluidycznego typu II 1 dwdch spektrometrow.

Eksperyment miat na celu zweryfikowanie na etapie projektowania uktadu
z biomolekutami jaki wptyw na odpowiedZ probki ma elektroda referencyjna
(pokryta BSA) i1 czy zachodzi na jej powierzchni zjawisko konkurencji o miejsce
na powierzchni przez roztwor biatka wprowadzonego (streptawidyna) wraz
z desorpcja BSA. W pierwszej kolejnosci za pomocg prototypowego uktadu
Przeprowadzono pomiar réznicy przesunigcia fazowego Aphase dla elektrody
badanej i referencyjnej dla czterech czestotliwosci 1kHz, 5kHz, 10kHz, 50kHz
w celu  zarejestrowania  najsilniejszej  odpowiedzi  probki  badane
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z zaadsorbowanymi biatkami i1 reakcji specyficznej biatko-biatko. Nastepnie
podobny pomiar wykonano jak w rozdziale 7.2. z wykorzystaniem dwoéch
spektrometréw rejestrujacych pelne widmo impedancyjne. Wyniki pomiaréw
przesuni¢cia fazowego Aphase dla elektrody badanej i referencyjnej dla czterech
czestotliwosci 1kHz, SkHz, 10kHz, 50kHz wykonanych z uzyciem prototypowego

uktadu przedstawiono ponize;j.
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Rysunek 76 Roznica przesuniecia fazowego migdzy dwiema elektrodami: mierzonej
(pokrytej biatkiem bBSA) oraz referencyjnej (pokrytej BSA) po wprowadzeniu
roztworéw PBS, BSA oraz streptawidyny w roznych czestotliwosciach.

Otrzymane wyniki (Rysunek 76) pokazuja najsilniejszg odpowiedz uktadu
bBSA-streptawidyna przy czgstotliwosci wynoszace] 50kHz. Przeprowadzono
seri¢ pomiarow dla uktadu bBSA-streptawidyna przy czestotliwosci, gdzie rdéznica
faz byta najwigksza — 50kHz, przyktadowe wyniki przedstawiono na Rysunku 77.
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Rysunek 77 Roznica przesunigcia fazowego uktadu bBSA-streptawidyna przy

czestotliwosci S0kHz

Przypadku pomiaréw dla pary CRP-aCRP, co pokazano na Rysunku 65, jak
1 pary IgG-algG (Rysunek 62) mozna zaobserwowaé, ze maksimum kata

przesunigcia fazowego ulegto

zmianie tylko dla elektrody, na ktorej zachodzita
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reakcja wigzania specyficznego. Nie zaobserwowano zadnych zmian na elektrodzie
referencyjnej, na ktorej zaadsorbowano biatko BSA. Pdzniejsze badania wykonane
za pomocag prototypowego uktadu (Rysunek 71,73) potwierdzity zmiany
przesuni¢cia kata fazowego w wyniku immunoreakcji. To sugeruje, ze
powierzchnia elektrody referencyjnej zostata w petni pokryta biatkiem oraz ze nie
doszto do desorpcji juz zaadsorbowanego biatka lub/i konkurencji o miejsce na
powierzchni, biatek w roztworze [140].

Elektroda I pokryta bBSA + BSA Elektroda I pokryta BSA + BSA
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Rysunek 78 Widma impedancyjne z zestawieniem warto$ci maksimum kata przesunigcia
fazowego tgpmax dla pary biatek bBSA-streptawidyna

Aby wykluczy¢ ewentualny wptyw na odpowiedz uktadu prezentowang na
Rysunku 77 efektéw desorpcji oraz konkurencji o miejsce przeprowadzono
pomiary widm impedancyjnych dla elektrody testowej (pokrytej bBSA)
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1 referencyjnej (pokrytej BSA) przy uzyciu ukladu mikrofluidycznego typu II
i dwoch spektrometrow impedancyjnych Agilent 4294A. Wyniki przesunigcia
maksimum kata fazowego dla uktadu przedstawia Rysunek 78. Zaobserwowano, ze
po wprowadzeniu roztworu streptawidyny na powierzchni¢ polimerowa zmiany
zachodzg zarowno dla elektrody testowej, jak 1 elektrody referencyjnej. Wyniki te
sugeruja, ze doszto do efektu desorpcji biatka wraz z konkurencja o miejsce na
powierzchni probki [140].

W konteks$cie projektowania biosensora, ograniczenie si¢ do pomiardw na
jednej tylko elektrodzie zawierajacej bialko testowe jest niewystarczajace. Zmiany
zachodzace na elektrodzie referencyjnej réwniez moga mie¢ wplyw na wyniki
pomiarow. Rezultaty powyzszego eksperymentu pokazuja, ze dane uzyskane
z pomoca skonstruowanego prototypu biosensora uzna¢ mozna za wiarygodne,
tylko wtedy, gdy na elektrodzie referencyjnej (zablokowanej) nie dochodzi do
reakcji z wprowadzonym w roztworze biatkiem badanym.
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8. Podsumowanie i wnioski

Celem pracy bylo skonstruowanie prostego i taniego w eksploatacji
biosensora zdolnego do wykrywania zaj$cia reakcji specyficznej biatko-biatko,
wykorzystujacego analize pomiaréw impedancyjnych.

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono analiz¢ odpowiedzi impedancyjne;j
dla podtozy Si/Si0; z elektrodami ztotymi 1 podtozy szklanych z elektrodami ITO
pokrytymi cienkg warstwa polimerowa. Badania dotyczyly pojedynczych elektrod,
na ktdre nanoszono r6zne powloki polimerowe i biatka, a pomiary prowadzono w
warunkach suchych. Uzyskane wyniki stanowity, podstawe do kontynuacji badan
nad adsorpcja biomolekut na powierzchniach polimerowych.

Nastepnie zaprojektowano uktad mikrofluidyczny typu I, ktory umozliwit
analiz¢ w obecno$ci roztworu zawierajacego biomolekuty. Przeprowadzono
pomiary impedancyjne w czasie adsorpcji biatek do powierzchni polimerowej oraz
reakcji wigzania specyficznego miedzy biatkiem zaadsorbowanym na powierzchni
i biatkkiem w roztworze. Zarejestrowano widma impedancyjne, dla ktorych
analizowano zmiany tangensa kata przesuni¢cia fazowego, jako parametru
obrazujacego zmiany zachodzace w czasie adsorpcji biatek do powierzchni
polimerowej. Uklad mikrofluidyczny typu I umozliwial badanie zmian
zachodzacych na jednej z wybieranych elektrod.

W kolejnym kroku zaprojektowano 1 wykonano uktad mikrofluidyczny typu
II, w ktorym mozliwa byla rejestracja zmian na dwoch elektrodach jednoczesnie
w czasie rzeczywistym. Przeprowadzono szereg analiz odpowiedzi impedancyjne;j
dwoch elektrod - elektrody, na ktorej zachodzita reakcja 1 elektrody referencyjne;.
Elektroda referencyjna byta blokowana biatkiem BSA, aby nie wykazywala zmian
po wprowadzeniu roztworu biatka, ktore reagowato z zaadsorbowanym biatkiem
na elektrodzie badane;.

Na podstawie otrzymanych wynikOw opracowano prototyp prostego
biosensora, wykorzystujacego uktad AD8302, ktorego zasada dziatania opiera si¢
na pomiarze roznicy przesunigcia fazowego sygnatéw na elektrodzie badanej
1 referencyjnej. Wykazano skuteczno$¢ zaproponowanego rozwigzania w
przypadku reakcji specyficznej miedzy IgG-algG (krolicze) oraz CRP-aCRP
(ludzkie). Zauwazono, ze w przypadku uktadu bBSA-streptawidyna moze
zachodzi¢ zjawisko konkurencji 1 desorpcji wezesniej zaadsorbowanego bialka .

Stosujac  pomocnicze metody badawcze, takie jak mikroskopia
fluorescencyjna oraz ToF-SIMS, potwierdzono wystepowanie reakcji wigzania
specyficznego miedzy badanymi biatkami, wlaczajac immunoreakcje.
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Rezultatem pracy jest prototyp biosensora umozliwiajacy obserwacje
w czasie rzeczywistym zaj$cia reakcji specyficznej biatko-biatko poprzez
rejestracj¢ roznicy faz sygnalow pochodzacych z dwoch elektrod (badanej
i referencyjnej). System detekcji zbudowany jest w oparciu o tani i tatwo dostepny
uktad elektroniczny AD8302 1 uktad mikroprocesorowy STM32F2. W biosensorze
tym przetwornik zawierajacy powierzchnie aktywne stanowily cienkie warstwy
polimerowe pokryte odpowiednimi biatkami, ktéore byly przygotowane
na podtozach szklanych z elektrodami ITO. Dzigki temu podloza te sa latwe
do recyklingu i ponownego wykorzystania, co znaczaco moze obnizy¢ koszty
pojedynczego badania.
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Spis rysunkow

Rysunek 1 Schematyczne przedstawienie interfejsu PET-mikrokanat-mikroelektrody [1]7
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