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Streszczenie Rozprawy Doktorskiej 

Opracowanie modyfikowalnych platform biosensorowych 

do wieloparametrowej immunodetekcji wybranych 

biomarkerów związanych z infekcjami wirusowymi 

 

mgr inż. Sylwia Pniewska 

Szkoła Doktorska Politechniki Warszawskiej,  

Katedra Biotechnologii Medycznej, Wydział Chemiczny, 

Politechnika Warszawska 

 

 

Diagnostyka medyczna jest fundamentem współczesnej medycyny, a postęp 

technologiczny umożliwił opracowanie zaawansowanych platform diagnostycznych,             

które pozwalają na jednoczesne wykrywanie wielu biomarkerów użytecznych z punktu 

widzenia wczesnego wykrywania chorób. Takie wieloparametrowe podejście, określane jako 

multiplex, znajduje zastosowanie w testach realizowanych w miejscu opieki nad pacjentem 

(Point-of-Care Testing, POCT). Kluczowym elementem platform diagnostycznych są warstwy 

receptorowe, odpowiedzialne za selektywne wiązanie analitów z powierzchnią.                             

Ich funkcjonalność i powtarzalność wytwarzania jest warunkiem osiągnięcia wiarygodnych 

rezultatów procedury analitycznej. Istotnym jest zatem zaproponowanie nowoczesnych 

metodyk wytwarzania testów diagnostycznych w formacie multiplex, łączących wysoką jakość 

uzyskiwanych warstw receptorowych oraz technologiczną wygodę ich wytwarzania, najlepiej 

w jednoetapowym procesie.  

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej było opracowanie nowoczesnych strategii 

wytwarzania i charakteryzacji białkowych warstw receptorowych dedykowanych 

multipleksowej detekcji biomarkerów związanych z zakażeniami wirusowymi. Realizacja tego 

celu obejmowała badania nad różnymi aspektami procesu immobilizacji białek i konstrukcji 

immunotestów, m. in. za pomocą rezonansu plazmonów powierzchniowych (Surface Plasmon 

Resonance, SPR). 

Badania rozpoczęto od analizy opisanych w literaturze metod immobilizacji białek, 

umożliwiających unieruchamianie bioreceptorów na różnych podłożach. Z uwagi na oferowane 

możliwości wytwarzania macierzy warstw receptorowych zbudowanych z różnych białek                   

z wykorzystaniem powinowactwa biologicznego w jednoetapowym procesie, jako wiodącą 

strategię wytypowano unieruchomienie za pomocą kotwic DNA (DNA-directed 
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immobilization, DDI). Wskazano luki badawcze w dotychczasowym stanie wiedzy na temat tej 

metody i przyjęto hipotezę, według której pogłębiona charakteryzacja różnych aspektów 

procesu wytwarzania warstw poprzez DDI może przyczynić się do uzyskania lepszej jakości 

warstw receptorowych zdolnych do bardziej efektywnego wychwytu cząsteczek analitu.  

Podczas prac eksperymentalnych zweryfikowano istotność wpływu składu 

monowarstwy zawierającej sondy ssDNA oraz czystości i stechiometrii koniugatów                  

DNA-białko na stabilność i gęstość powierzchniową warstw receptorowych. Wykazano,                

że jednoskładnikowe monowarstwy nie chronią skutecznie przed niespecyficzną adsorpcją 

białek, podczas gdy mieszanie sond z długołańcuchowymi ligandami może utrudniać 

zakotwiczenie koniugatów DNA-białko. Ponadto potwierdzono przewagę klasycznych sond 

DNA nad ich analogami. Badania przeprowadzono z użyciem modelowych receptorów 

należących do dwóch odrębnych grup białek; białka nukleokapsydu wirusa SARS-CoV-2              

oraz przeciwciał klasy IgG. Wybór ten miał na celu zademonstrowanie uniwersalności 

projektowanej platformy pod względem diagnostycznym ze względu na specyficzne funkcje                

i właściwości wykrywanych biomarkerów. 

Istotnym etapem badań było opracowanie nieniszczącej metody kontroli jakości 

białkowych warstw receptorowych, kompatybilną z SPRi w formacie mikromacierzowym. 

Zaproponowano nowatorską, do tej pory nieopisaną strategię  odwracalnego znakowania białek 

na powierzchni barwnikami anionowymi takimi jak błękit brylantowy Coomassie G-250, czerń 

amidowa 10B czy róż Ponceau S. Udowodniono, że podejście to umożliwia mapowanie 

gęstości powierzchniowej receptorów i stanowi prostszą oraz bardziej ekonomiczną 

alternatywę dla klasycznego immunoznakowania białek. 

Kolejny etap badań dotyczył zaprojektowania jednoetapowych strategii 

unieruchamiania receptorów białkowych na potrzeby testów diagnostycznych z detekcją 

znacznikową (enzymatyczną). Wykorzystano w tym celu amino- oraz DBCO-reaktywne 

kopolimery uzyskane w ramach współpracy naukowej z Instituto di Scienze e Tecnologie 

Chimiche w Mediolanie. Kopolimery te wykorzystano do powlekania folii PET a uzyskane 

reaktywne podłoża użyto w konstrukcji planarnych, elastycznych immunoplatform. Efektem 

zrealizowanych badań jest zweryfikowana użyteczność platform w analizie próbek 

rzeczywistych (surowicy krwi) na potrzeby diagnostyki serologicznej COVID-19. 

Zaprojektowany test immunoenzymatyczny na podłożu PET umożliwił wykrycie przeciwciał 

przeciwko nukleoproteinie wirusa SARS-CoV-2 oferując 100,0% czułość i 92,9% swoistość              

w ujęciu diagnostycznym. Dodatkowo, wykorzystując unieruchomienie receptorów za pomocą 
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DDI, zademonstrowano możliwość konstrukcji wieloparametrowych immunoplatform                     

na podłożach PET. 

W niniejszej pracy zintegrowano techniki detekcji znacznikowej i bezznacznikowej, 

wykorzystując SPR zarówno jako metodę detekcji, jak i skuteczne narzędzie charakteryzacji 

warstw immunoreceptorowych. Pozwoliło to na lepsze zrozumienie procesów zachodzących 

na powierzchni podczas etapów wytwarzania immunotestów i oddziaływania ze składnikami 

próbek. Takie nieoczywiste podejście może przyczynić się do postępu w tworzeniu 

powtarzalnych i funkcjonalnych warstw receptorowych, które mogą znaleźć zastosowanie 

zarówno w klasycznych platformach diagnostycznych, jak i w nowoczesnych urządzeniach 

POCT. 

 

słowa kluczowe: diagnostyka medyczna, warstwy receptorowe, mikromacierze białkowe, 

immunoplatformy, rezonans plazmonów powierzchniowych, biomarkery serologiczne, 

kontrola jakości receptorów białkowych, gęstość powierzchniowa białek, reaktywne 

kopolimery 
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Summary of the Doctoral Thesis 

Development of customizable biosensing platforms 

for multiplex immunodetection of selected 

biomarkers associated with viral infections 

 

M.Sc. Eng. Sylwia Pniewska 

Doctoral School of Warsaw University of Technology 

Chair of Medical Biotechnology, Faculty of Chemistry, 

Warsaw University of Technology 

 

Medical diagnostics form the cornerstone of modern medicine, with technological 

advancements enabling the development of sophisticated diagnostic platforms capable                        

of simultaneously detecting multiple biomarkers critical for early disease diagnosis. This multi-

parameter approach, known as multiplexing, mainly applies to point-of-care testing (POCT).      

A crucial component of such diagnostic platforms is the receptor layer, which ensures                       

the selective binding of analytes to the surface. The functionality and reproducible fabrication 

of these layers are essential for obtaining reliable analytical results. Therefore, developing 

innovative methodologies for producing multiplex diagnostic assays that combine high receptor 

layer quality with technological convenience is imperative, ideally through a streamlined, 

single-step process. 

This dissertation focuses on developing novel strategies for fabricating                                      

and characterizing protein receptor layers tailored to detect multiplex viral infection 

biomarkers. The research encompassed various aspects of protein immobilization                               

and immunoassay design, particularly on surface plasmon resonance (SPR) analysis. 

The study commenced with a comprehensive review of protein immobilization 

strategies described in the literature for anchoring bioreceptors onto different substrates. Given 

the potential to generate a matrix of receptor layers composed of different proteins in a single 

step using biological affinity, DNA-directed immobilization (DDI) was selected as the primary 

approach. Research gaps in the existing state of the art were identified, leading to the hypothesis 

that a detailed characterization of DDI-based receptor layer fabrication could enhance                       

the quality and efficiency of analyte capture. 

Experimental investigations examined the impact of various factors on receptor layer 

stability and surface density, including the composition of monolayers containing single-
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stranded DNA (ssDNA) probes and the purity and stoichiometry of DNA-protein conjugates. 

The findings demonstrated that single-component monolayers do not sufficiently prevent non-

specific protein adsorption. At the same time, including long-chain ligands in mixed probes can 

hinder the anchoring of DNA-protein conjugates. Moreover, classical DNA probes were shown 

to outperform their analogues. Studies were conducted using model receptors representing two 

distinct groups of proteins: the nucleocapsid protein of SARS-CoV-2 and IgG-class antibodies. 

This selection aimed to demonstrate the versatility of the developed platform for diagnostic 

applications based on the unique functions and properties of the detected biomarkers. 

A significant aspect of this research was developing a non-destructive quality control 

method for protein receptor layers compatible with SPR imaging (SPRi) in a microarray format. 

A novel, previously unreported strategy for reversibly labeling surface-bound proteins using 

anionic dyes—such as Coomassie Brilliant Blue G-250, Amido Black 10B, and Ponceau S—

was introduced. This approach enabled precise mapping of receptor surface density, providing 

a more straightforward and cost-effective alternative to conventional protein immunolabeling 

techniques. 

In the subsequent research phase, one-step strategies for protein receptor immobilization 

were designed for diagnostic assays employing enzymatic detection. This work was conducted 

in collaboration with the Instituto di Scienze e Tecnologie Chimiche in Milan and involved 

using amine- and DBCO-reactive copolymers to functionalize PET foils. These reactive 

substrates were then employed to construct planar, flexible immunoplatforms. The developed 

platforms were validated for real sample analysis, specifically in COVID-19 serological 

diagnostics. The immunoenzymatic assay on PET substrates demonstrated 100.0% sensitivity 

and 92.9% specificity in detecting antibodies against the SARS-CoV-2 nucleoprotein.                      

The feasibility of constructing multi-parameter immunoplatforms on PET substrates using 

DDI-mediated receptor immobilization was also confirmed. 

This research contributes to the advancement of multiplexed immunodiagnostics                   

by proposing innovative receptor layer fabrication strategies that improve analytical reliability 

while simplifying production processes. The findings hold significant potential for enhancing 

POCT applications in infectious disease diagnostics. 

 

keywords: medical diagnostics, receptor layers, protein microarrays, immunoplatforms, 

surface plasmon resonance, serological biomarkers, quality control of protein receptors, protein 

surface density, reactive copolymers 
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Rozdział 1 

1. Wprowadzenie w problematykę podjętych badań 

Diagnostyka medyczna stanowi jeden z filarów współczesnej medycyny, umożliwiając 

wczesne wykrywanie chorób oraz monitorowanie ich przebiegu. Identyfikacja nowych 

biomarkerów, takich jak białka, stanowi ważne i aktualne wyzwanie w kontekście rozwoju 

diagnostyki medycznej. Analiza obecności oraz stężenia biomarkerów w płynach ustrojowych 

lub tkankach dostarcza informacji o stanie chorobowym, na przykład o trwającym stanie 

zapalnym, oraz pozwala na precyzyjne określenie etiologii danej jednostki chorobowej. 

Obserwowany na przestrzeni ostatnich lat postęp technologiczny pozwolił na rozwój 

zaawansowanych platform diagnostycznych w formacie mikromacierzowym. Pozwalają one 

na jednoczesne wykrywanie wielu analitów w czasie jednej analizy, co czyni je szczególnie 

przydatnymi w kontekście szybkiej diagnostyki w miejscu opieki nad pacjentem (z ang. Point-

of-Care Testing, POCT). Odpowiednio dobrane matryce warstw receptorowych, 

odpowiadających za selektywne wiązanie wykrywanych biomarkerów, stanowią kluczowy 

element wytwarzanych platform. Właściwe zaprojektowanie i wysoka jakość wytwarzanych 

warstw powinny zapewnić skuteczne wiązanie docelowych analitów oraz powtarzalność 

wyników. 

Detekcja wieloparametrowa (z ang. multiplex) jest obiecującym kierunkiem 

nowoczesnej diagnostyki, jednak jej dalszy rozwój wymaga przezwyciężenia istotnych 

wyzwań technologicznych, w szczególności związanych z immobilizacją wielu receptorów               

na jednej matrycy. Mając na uwadze aktualny stan wiedzy, dostrzegam potrzebę znajdowania 

nowych rozwiązań i dalszego doskonalenia procesów wytwarzania warstw immuno- 

receptorowych podczas projektowania testów multipleksowych na potrzeby diagnostyki 

medycznej.  

Wyniki badań stanowiących podstawę niniejszej rozprawy doktorskiej zostały 

przedstawione w ramach cyklu 4 artykułów naukowych.  Przeprowadzone przeze mnie badania 

dotyczyły opracowania nowych oraz udoskonalania istniejących strategii unieruchamiania 

receptorów białkowych w nowatorskich immunoplatformach diagnostycznych do detekcji 

wieloparametrowej, jak również zaproponowania nowej, uniwersalnej metody kontroli ich 

jakości. 
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Na drodze do realizacji założonego celu przeanalizowane zostały dostępne metody 

immobilizacji białek. Do badań wybrano te, które umożliwiają unieruchamianie bioreceptorów 

na różnych podłożach w reakcji jednoetapowej, ze szczególnym uwzględnieniem immobilizacji 

za pomocą kotwic DNA (z ang. DNA-directed immobilization, DDI). Jako modelowe anality 

związane z zakażeniami wirusowymi wybrano białka wirusa SARS-CoV-2 (biomarkery 

antygenowe) oraz przeciwciała wytworzone przez gospodarza w odpowiedzi na infekcję 

(biomarkery serologiczne). W pierwszym etapie badań zweryfikowano istotność wpływu 

składu monowarstwy zawierającej kotwice ssDNA na stabilność i gęstość powierzchniową 

warstw receptorowych immobilizowanych poprzez DDI za pomocą rezonansu plazmonów 

powierzchniowych (z ang. Surface Plasmon Resonance, SPR) w wariancie z obrazowaniem         

(z ang. Imaging, SPRi). Następnie opracowano nowatorską, nieopisaną do tej pory w literaturze, 

metodę kontroli jakości warstw receptorowych mikromacierzy SPRi, wykorzystującą 

odwracalne znakowanie immobilizowanych białek barwnikami anionowymi. Końcowy etap 

pracy obejmował zaprojektowanie multipleksowych immunoplatform opartych na detekcji 

znacznikowej z wykorzystaniem enzymatycznego znakowania. Bazując na elastycznych 

podłożach, takich jak folie PET funkcjonalizowane reaktywnymi kopolimerami, opracowano 

rozwiązania kompatybilne z technologią lab-on-a-foil, co dodatkowo rozszerza możliwości ich 

zastosowań w nowoczesnej diagnostyce wieloparametrowej. 

 

1.1 Diagnostyka medyczna infekcji wirusowych  

Choroby zakaźne pozostają jedną z głównych przyczyn zgonów i zachorowań                         

na świecie, przy czym istotną ich część stanowią infekcje wirusowe. W ostatnich dekadach 

zaobserwowano zarówno pojawianie się nowych typów patogenów, jak i powrót wcześniej 

znanych wirusów oraz związanych z nimi chorób. Przykładami są wirusy Ebola i Zika, a także 

niedawna pandemia SARS-CoV-2, która zakłóciła funkcjonowanie światowych systemów 

opieki zdrowotnej [1, 2]. Potrzeba opracowania szybkich, niezawodnych i czułych narzędzi 

diagnostycznych do wykrywania infekcji wirusowych stała się bardziej znacząca niż 

kiedykolwiek wcześniej. Wczesna identyfikacja zakażeń odgrywa kluczową rolę                                     

w zapobieganiu wybuchom epidemii, zapewnianiu odpowiedniego leczenia oraz prowadzeniu 

ukierunkowanych działań na rzecz zdrowia publicznego. Ze względu na ciągłą ewolucję 

wirusów, metody diagnostyczne wymagają stałego udoskonalania i adaptacji do nowych 

zagrożeń [3, 4]. Tradycyjne metody często trudno szybko dostosować do nowych analitów,             



 
 

21 
 

co ogranicza ich zastosowanie wobec pojawiających się szczepów wirusów. W odpowiedzi na 

te wyzwania, istniejące podejścia są systematycznie doskonalone, aby sprostać dynamicznie 

zmieniającym się potrzebom diagnostyki. 

 

1.1.1 Biomarkery zakażeń wirusowych  

Biomarkery zakażeń wirusowych dostarczają kluczowych informacji o zaawansowaniu 

infekcji, jej nasileniu oraz odpowiedzi immunologicznej gospodarza. Umożliwiają również 

ocenę ryzyka powikłań poinfekcyjnych, wspierając diagnostykę i leczenie [5]. Wirusy, mimo 

stosunkowo prostej budowy, ograniczonej do kwasów nukleinowych i białek strukturalnych, 

wywołują infekcje o złożonych i często dalekosiężnych skutkach [6, 7]. Skutkiem postępu 

infekcji u gospodarza są skomplikowane i zróżnicowane reakcje immunologiczne, które 

obejmują zarówno odporność wrodzoną, jak i adaptacyjną, prowadząc do rozwoju stanu 

zapalnego [8]. Do tej pory zidentyfikowano ponad 1500 wirusów ludzkich i zwierzęcych,             

które wykazują dużą różnorodność pod względem struktury, składu i genomu [9]. Liczba 

wirusów, złożoność procesów infekcji i wywoływanych przez nie odpowiedzi 

odpornościowych przekładają się na szeroką gamę dostępnych biomarkerów. Wśród nich 

znajdują się zarówno wirusowe białka i kwasy nukleinowe, jak i cząsteczki pochodzące                     

od gospodarza, takie jak cytokiny [10], białka ostrej fazy  [11, 12] miRNA [13] pęcherzyki 

zewnątrzkomórkowe [14] i różne klasy oraz podklasy immunoglobulin [15, 16]. 

 Cząsteczki pochodzące bezpośrednio od wirusa są najbardziej oczywistymi 

wskaźnikami zakażenia. Obejmują one wirusowe DNA lub RNA i białka strukturalne, które 

ulegają ekspresji podczas replikacji i infekcji wirusowej. Testy molekularne, wykorzystujące 

technikę amplifikacji kwasów nukleinowych (z ang. nucleic acid amplification tests, NAAT), 

cechują się wysoką czułością i specyficznością. Stanowią one powszechnie stosowaną metodę 

wykrywania biomarkerów genetycznych wirusów [17]. Wśród nich możemy wyróżnić testy 

PCR (z ang. polymerase chain reaction), wykorzystywane do detekcji m. in. wirusowego DNA 

(np. herpeswirusów [18] wywołujących opryszczkę czy pokswirusów [19] odpowiedzialnych 

za ospę prawdziwą), lub RT-PCR (z ang. reverse transcription PCR), używane do wykrywania 

wirusowego RNA (np. wirusów wywołujących grypę [20] czy koronawirusów [21] Oprócz 

testów jakościowych, wirusowe kwasy nukleinowe o unikalnych sekwencjach mogą być 

oznaczane ilościowo za pomocą qPCR lub RT-qPCR (z ang. quantitative PCR/RT-PCR), czyli 

amplifikacji w czasie rzeczywistym [22]. Takie testy dostarczają informacji na temat wiremii - 
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kluczowego czynnika w monitorowaniu stopnia zaawansowania infekcji [23]. Na przykład,               

w diagnostyce HIV ilościowe oznaczanie wirusowego RNA służy do monitorowania postępu 

choroby oraz oceny skuteczności terapii antyretrowirusowej  [24]. 

Białka strukturalne wirusów, takie jak białka nukleokapsydu (N) lub kolca (S),                        

są powszechnie stosowane w testach diagnostycznych zarówno w roli analitów (testy 

antygenowe), jak i bioreceptorów (testy serologiczne). W przypadku wirusa SARS-CoV-2, 

białko S jest odpowiedzialne za wnikanie wirusa do komórek gospodarza. Białko N odgrywa 

kluczową rolę w upakowywaniu genomu wirusa, a jego ekspresja osiąga najwyższy poziom 

spośród wszystkich białek wirusa podczas infekcji. Ze względu na wysokie stężenie                                  

i występowanie wspomnianych białek już w początkowej fazie zakażenia, są one wiarygodnymi 

biomarkerami przydatnymi do wczesnego wykrywania infekcji [25-27]. Niemniej jednak,                  

w przypadku wirusa SARS-CoV-2, białko N jest częściej wykorzystywane w różnego typu 

narzędziach diagnostycznych w porównaniu z białkiem S [28]. Podczas pandemii COVID-19 

szybkie testy antygenowe, ukierunkowane na białko N lub S, były podstawowym, prostym 

narzędziem do identyfikacji zakażonych. Potencjalnymi biomarkerami mogą jednak być 

również inne białka strukturalne, takie jak białko otoczki (E) oraz błony (M), znane także jako 

białko macierzy. Białko E jest małym białkiem transmembranowym zaangażowanym                         

w tworzenie struktury i uwalnianie wirusa, podczas gdy białko M odgrywa rolę w utrzymaniu 

integralności otoczki wirusowej [29]. W przypadku niektórych wirusów jednoczesne 

wykrywanie wielu białek strukturalnych (np. N oraz M) zwiększa czułość testów 

diagnostycznych [30].  

Oprócz białek pochodzących bezpośrednio od wirusa, w wyniku reakcji gospodarza              

na infekcję dochodzi do wytworzenia szeregu różnych polipeptydów o charakterze 

biomarkerów. Cytokiny, małe białka regulujące odpowiedź immunologiczną i reakcje zapalne, 

działają jako sygnalizatory, koordynując rekrutację i aktywację komórek odpornościowych. 

Podczas infekcji wirusowych często obserwuje się podwyższony poziom prozapalnych cytokin, 

takich jak interleukina-6 (IL-6) [31], czynnik martwicy nowotworów alfa (TNF-α) [32]                             

i interferon-gamma (IFN-γ) [33]. Białka ostrej fazy, takie jak dobrze poznane białko C-

reaktywne (CRP), są istotnymi markerami stanu zapalnego. Podwyższone poziomy CRP               

oraz innych białek gospodarza, takich jak surowiczy amyloid A (SAA) [34], prokalcytonina 

(PCT) [35] czy ferrytyna [36] wskazują na ogólnoustrojowy stan zapalny i nasilenie choroby                  
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w infekcjach wirusowych. PCT jest tradycyjnie stosowana jako marker do rozróżniania między 

infekcjami bakteryjnymi a wirusowymi [37].  

 Wykrywanie i oznaczanie poziomów cytokin oraz białek ostrej fazy dostarcza cennych 

informacji o nasileniu choroby, jednak ich mała specyficzność w ujęciu diagnostycznym 

uniemożliwia wykorzystanie ich jako samodzielnych biomarkerów infekcji wirusowych. 

Wzrost poziomu tych cząsteczek może być wynikiem różnych infekcji, zarówno wirusowych, 

jak i bakteryjnych, a także niezakaźnych stanów zapalnych. Aby uzyskać dokładną diagnozę, 

wspomniane białka wskaźnikowe mogą zostać wykorzystane w projektowaniu testów 

nastawionych na wykrywanie wielu analitów jednocześnie. Cytokiny i białka ostrej fazy 

stanowią wartościowe markery uzupełniające w połączeniu z bardziej specyficznymi 

biomarkerami zakażeń wirusowych, np. przeciwciałami, które są produkowane przez organizm 

gospodarza w odpowiedzi na infekcję  [38]. 

Przeciwciała, czyli glikoproteiny wytwarzane w odpowiedzi na obce antygeny podczas 

infekcji wirusowych, pełnią rolę kluczowych biomarkerów wykorzystywanych do ich detekcji 

i monitorowania. Wykrywanie przeciwciał umożliwiają testy serologiczne, których zasada 

działania polega na wychwycie przeciwciał o określonej specyficzności z surowicy krwi przez 

antygen pełniący rolę receptora. Wszechstronność tych testów polega na możliwości 

zaprojektowania platform zdolnych do rozróżnienia konkretnych ich klas (IgG, IgA, IgM, IgE 

lub IgD [39]), a nawet poszczególnych podklas [40, 41]. Testy serologiczne, w przeciwieństwie 

do technik molekularnych, umożliwiają określanie stadium zakażenia oraz ocenę wcześniejszej 

ekspozycji na wirusa [42].  Różne infekcje mogą prowadzić do zróżnicowanej dystrybucji                     

i proporcji poszczególnych podklas przeciwciał. W odpowiedzi na infekcje wirusowe częściej 

obserwuje się podwyższone poziomy IgG1 i IgG3 w porównaniu z IgG2 i IgG4. Wzorzec ten 

jest szczególnie wyraźny w przypadku zakażeń wirusami otoczkowymi, takimi jak HIV [43], 

wirus zapalenia wątroby typu C (HCV) [44] i SARS-CoV-2 [45, 46].  

W poniższej tabeli przedstawiono przykłady biomarkerów różnorodnych typów 

(antygenowe, genetyczne i serologiczne), które posłużyły do wykrycia różnych rodzajów 

infekcji wirusowych. 
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Tabela 1. Przykłady biomarkerów służących do wykrywania różnych rodzajów infekcji wirusowych 

 

Biomarker Wirus Próbka Referencja 

Przeciwciała IgG przeciwko domenie wiążącej 

receptor (RBD) w białku kolca (S) 
SARS-CoV-2 surowica [47] 

RNA wirusa HIV nasienie [48] 

Przeciwciała IgM przeciwko białku nukleokapsydu 

(N) 
Wirus Dengi surowica [49] 

miRNA Wirus Grypy typu B 
wymaz 

z gardła 
[50] 

Przeciwciała IgM i IgG przeciwko antygenowi HBc 
Wirus zapalenia wątroby 

typu C 
surowica [51] 

Antygen P30 
Wirus afrykańskiego 

pomoru świń 

wymaz z 

nosa 
[52] 

 

1.1.2 Immunoplatformy analityczne 

Spośród szeregu dostępnych metod oznaczania białek, niewiele z nich umożliwia 

detekcję indywidualnych biomarkerów białkowych w próbkach biologicznych o złożonej 

matrycy [53]. Różnego typu immunoplatformy wykorzystują swoistość przeciwciał 

poliklonalnych, monoklonalnych lub ich fragmentów jako podstawę do selektywnego 

wykrywania struktur antygenowych (epitopów) [54-56]. Dzięki oferowanemu przez 

przeciwciała wysokiemu powinowactwu (stała dysocjacji Kd często ≤ 1 nM) oraz możliwości 

uzyskania specyficzności wobec szerokiej puli epitopów o różnym pochodzeniu, możliwe jest 

dostosowywanie projektowanych platform do szerokiej puli wykrywanych cząsteczek,                 

a co za tym idzie adaptacja wytwarzanych testów do  nowopowstałych patogenów                          

lub nowoodkrytych biomarkerów. Zdolność do selektywnego wiązania badanych białek 

sprawia, że metody immunodiagnostyczne są nieocenione w analizie złożonych próbek, takich 

jak krew [57], surowica [58] lub homogenaty tkanek [59]. Ponadto możliwość miniaturyzacji 

projektowanych testów pozwala na wdrażanie tego typu rozwiązań w szerokim spektrum 

zastosowań, od klasycznych testów laboratoryjnych po zaawansowane platformy w postaci 

mikrosystemów. 

Techniki, takie jak spektrometria mas [60, 61], elektroforeza kapilarna [62] i techniki 

chromatograficzne [63] oferują wysoką czułość i specyficzność wykrywania białek                                



 
 

25 
 

o charakterze biomarkerowym. Są one jednak czasochłonne i wymagają zastosowania 

złożonych procedur przygotowania próbki. Ponadto, używana do realizacji oznaczeń aparatura 

jest kosztowna i trudna w obsłudze. Z tego względu wyżej wspomniane metody są rzadko 

wdrażane do rutynowej diagnostyki klinicznej lub zastosowań w badaniach w miejscu opieki 

nad pacjentem, chociaż w ostatnich latach widoczne w literaturze są próby upraszczania 

procedur i miniaturyzacji sprzętu [64]. 

Zastosowanie aptamerów DNA do wykrywania biomarkerów białkowych, jako 

alternatywa dla przeciwciał, oferuje porównywalną specyficzność względem wykrywanych 

białek, przy jednocześnie niższym koszcie wytwarzania tego typu receptorów. Aptamery, czyli 

krótkie fragmenty kwasów nukleinowych, które wiążą się swoiście z docelową cząsteczką, 

mogą być syntetyzowane in vitro i selekcjonowane pod kątem powinowactwa do szerokiej 

gamy białek [65]. Jednak w warunkach klinicznych techniki wykorzystujące aptamery                        

nie dorównały jeszcze testom immunologicznym pod względem niezawodności. Brak 

stabilności receptorów oligonukleotydowych w złożonych matrycach biologicznych wciąż 

stanowi przeszkodę w praktycznym wykorzystaniu aptamerów w narzędziach diagnostycznych 

do detekcji biomarkerów białkowych [66, 67]. 

Metody immunodiagnostyczne wiodą prym w zastosowaniach POCT, głównie dzięki 

swojej wszechstronności i łatwości ich adaptacji do różnych systemów detekcji. W zależności 

od mechanizmu działania i sposobu generowania sygnału, wśród metod 

immunodiagnostycznych można wyróżnić immunosensory, testy aglutynacji cząstek, a także 

homogeniczne i heterogeniczne testy immunologiczne. Podział tych ostatnich zależy od tego, 

czy w trakcie ich przeprowadzania konieczne jest zastosowanie etapów rozdzielania 

związanych i wolnych kompleksów antygen-przeciwciało. Rysunek 1 zestawia podstawowe 

różnice w mechanizmach poszczególnych rodzajów testów immunologicznych. 

Testy aglutynacyjne to klasa testów immunologicznych, których zasada działania 

bazuje na widocznej agregacji cząstek. Efekt ten jest wywoływany interakcją antygen-

przeciwciało, gdzie jedno z nich (pełniące rolę receptora) jest przyłączone do dużych cząstek, 

takich jak np. kulki lateksowe [68], czy czerwone krwinki [69]. Nośniki są dobierane tak,                

aby ich agregaty były widoczne gołym okiem (Rysunek 1A). Takie testy są szeroko stosowane 

ze względu na ich prostotę, niski koszt i szybkość uzyskania wyników, jednak charakteryzują 

się one niską czułością. Dodatkowym wyzwaniem w projektowaniu jednoetapowych testów 

aglutynacyjnych jest ryzyko fałszywie ujemnych wyników przy wysokim stężeniu analitu.            
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Jest to związane z saturacją większości miejsc wiążących przez analit obecny w wysokim 

stężeniu, bez wytworzenia struktury typu kanapkowego. Skutkuje to minimalną aglutynacją 

cząstek i nazywane jest „efektem haka” (z ang. „Hook effect” lub „Prozone effect”) [70]. 

 

 

 

Rysunek 1. Podział testów immunologicznych; A. test aglutynacji cząstek, B. homogeniczny test wykorzystujący 

zjawisko FRET, C. heterogeniczny test typu ELISA. 

 

Homogeniczne testy immunologiczne to testy jednofazowe, które nie wymagają 

oddzielania analitów związanych w postaci immunokompleksów od ich postaci niezwiązanych. 

Przykładem są testy immunologiczne z amplifikacją enzymatyczną (z ang. enzyme-multiplied 

immunoassay technique, EMIT). Technika ta wykorzystuje konkurencję między znakowanym 
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antygenem a analitem o wiązanie z przeciwciałem. Związanie znakowanego antygenu 

wywołuje zmianę konformacyjną, hamującą aktywność enzymu i zmniejszającą sygnał,               

który jest odwrotnie proporcjonalny do stężenia analitu w próbce. Takie rozwiązanie było 

jednym z pierwszych dostępnych na rynku komercyjnym  i zostało opracowane  przez firmę 

Syva w 1973 roku [71]. Innym przykładem testów typu homogenicznego są te,                                   

które wykorzystują rezonansowy transfer energii (z ang. Resonance Energy Transfer, RET). 

Test tego typu bazuje na fakcie, iż zdarzenie molekularne jakim jest wiązanie analitu, wywołuje 

zmianę odległości między cząsteczkami donora i akceptora energii (Rysunek 1B). Do odczytu 

wykorzystywane jest zjawisko fluorescencji (Försterowski rezonansowy transfer energii,                

w skrócie FRET) [72], chemiluminescencji (CRET) [73] lub bioluminescencji (BRET) [74]. 

Heterogeniczne testy immunologiczne wyróżnia konieczność realizacji sekwencyjnych 

etapów odmywania i separacji składników testu od kompleksów antygen-przeciwciało 

związanych z powierzchnią. Najbardziej znanym ich przykładem jest test 

immunoenzymatyczny (z ang. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), gdzie antygen            

lub przeciwciało jest unieruchamiane na stałym podłożu studzienki mikropłytki wielodołkowej. 

W najprostszym formacie, tj. bezpośrednim, po dodaniu próbki z analitem następuje inkubacja, 

umożliwiająca tworzenie kompleksów antygen-przeciwciało. Po odmyciu niezwiązanego 

analitu dodaje się enzymatycznie znakowane przeciwciało, tworząc kompleks kanapkowy,               

co zilustrowano na Rysunku 1C. Kolejne odmywanie usuwa nadmiar przeciwciał, a dodany 

substrat reaguje z enzymem, generując sygnał proporcjonalny do stężenia analitu [75]. 

Zastosowanie enzymów jako znaczników katalitycznych w heterogenicznych testach 

immunologicznych przynosi istotną korzyść w postaci wzmocnienia sygnału, co wynika                   

ze zwielokrotnienia w czasie ilości produktu będącego jego nośnikiem. Na podstawie prostej 

techniki ELISA możliwy jest rozwój bardziej zaawansowanych wariantów testów poprzez 

wprowadzanie innowacji, takich  jak wykorzystanie w ich konstrukcji elastycznych podłoży 

(np. folii PET) [76] oraz platform papierowych [77]. Na popularności zyskują również testy, 

które wykorzystują koniugaty przeciwciał z nanomateriałami (z ang. nano-linked 

immunosorbent assay, NLISA), np. nanocząstkami katalitycznymi w roli mimetyków enzymów 

[78]. Ponadto, dzięki integracji immunodetekcji z mikrosystemami przepływowymi możliwa 

jest automatyzacja przeprowadzanych testów [79]. W nowoczesnej diagnostyce rośnie 

zapotrzebowanie na metody, które łączą prostotę i niski koszt testu ELISA z czułością                            
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i szybkością współczesnych rozwiązań w formatach odpowiednich zarówno dla rutynowych 

zastosowań laboratoryjnych, jak narzędzi POCT.  

Immunosensory to odrębna klasa platform diagnostycznych, które łączą wysoką 

specyficzność reakcji przeciwciało-antygen z zaawansowanymi metodami detekcji. Dzięki 

zintegrowanej części przetwornikowej możliwe jest przekształcenie sygnału biologicznego             

na mierzalny sygnał analityczny. Dodatkowo, w przeciwieństwie do jednorazowych 

immunotestów, immunosensory pozwalają na ich wielokrotne wykorzystanie, co zwiększa              

ich efektywność i obniża koszty analizy. Narzędzia te można sklasyfikować bazując na 

mechanizmie przetwarzania sygnału. Najpopularniejszymi typami są: immunosensory 

elektrochemiczne, gdzie powstanie kompleksu przeciwciało-antygen powoduje zmiany 

właściwości elektrycznych [80, 81],  immunosensory optyczne, gdzie mierzone są zmiany 

właściwości światła  (np. wykorzystujące zjawisko rezonansu plazmonów powierzchniowych 

[82]) oraz immunosensory piezoelektryczne działające na zasadzie pomiaru częstotliwości 

drgań spowodowanych zmianą masy związanej z powierzchnią [83, 84]. 

Testy homogeniczne, dzięki ograniczeniu liczby etapów inkubacji i przemywań,                     

są prostsze w realizacji, jednak wymagają bardziej złożonych mechanizmów generowania 

sygnału. Z kolei testy heterogeniczne, choć obejmują więcej etapów, umożliwiają 

skuteczniejsze eliminowanie niepożądanych zjawisk poprzez odmywanie niezwiązanych 

cząsteczek. Ta kluczowa różnica sprawia, że testy heterogeniczne cechują się większą 

niezawodnością i szerszym zakresem dynamicznym, co jest istotne przy analizie próbek                        

o wysokim stężeniu analitu. Ostateczny wybór metody immunodetekcji zależy od wymagań 

diagnostycznych, takich jak szybkość uzyskania wyniku, czułość, koszt, dostępność 

odczynników oraz złożoność próbki. Ostatnio rośnie również zainteresowanie technikami 

umożliwiającymi jednoczesną detekcję wielu analitów w jednej analizie, co stawia przed 

projektantami immunoplatform nowe wyzwania z tym związane. 

 

1.1.3 Diagnostyka wieloparametrowa – Multiplexing 

Detekcja wieloparametrowa (z ang. multiplex) umożliwia wykrywanie wielu 

biomarkerów wykorzystując tę samą próbkę w trakcie jednej analizy. To podejście 

minimalizuje ograniczenia związane z przepustowością tradycyjnych metod (z ang. monoplex), 

które zazwyczaj koncentrują się na pojedynczym analicie, co może prowadzić do niepełnych 

wniosków diagnostycznych lub wiąże się z koniecznością przeprowadzenia szeregu osobnych 
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analiz. Ponadto, z czysto praktycznego punktu widzenia, platformy wieloparametrowe skracają 

czas potrzebny na uzyskanie wyników, a także minimalizują potrzebną objętość próbki [85]. 

Porównanie zalet platform typu multiplex z testami tradycyjnymi zostało przedstawione                     

w formie graficznej na Rysunku 2.   

 

Rysunek 2. Porównanie klasycznych testów jednoparametrowych z testami multipleksowymi. 

 

Infekcje wirusowe wywołują kaskadę procesów związanych z odpowiedzią 

odpornościową gospodarza, co bezpośrednio przekłada się na szeroką gamę potencjalnych 

biomarkerów zakażeń. Możliwość równoległego oznaczenia kilku z nich zapewnia bardziej 

kompleksowy obraz stanu zdrowia pacjenta. Takie podejście stanowi wstęp do rozwoju 

spersonalizowanej diagnostyki, umożliwiając dostosowanie opieki medycznej do konkretnego 

pacjenta. Jest to szczególnie istotne, gdyż osoby z podobnymi objawami klinicznymi mogą 

różnić się etiologią i patogenezą choroby [86, 87]. Efektem jest przyspieszenie ścieżki                          

do wdrożenia odpowiedniego postępowania terapeutycznego. Dodatkowo szeroka pula 

wykrywanych analitów i możliwość ich ilościowego oznaczania pozwala na analizę korelacji 

pomiędzy nimi, a także umożliwia oszacowanie upływu czasu od momentu zakażenia i ocenę 

skuteczności szczepienia [88].   

Rosnące zainteresowanie narzędziami do diagnostyki wieloparametrowej jest zgodne              

z rosnącym zapotrzebowaniem na wysokoprzepustowe badania w warunkach diagnostyki 

przyłóżkowej (POCT). Jest to szczególnie ważne w miejscach o wysokim wskaźniku 
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zachorowalności, gdzie dostęp do tradycyjnych laboratoriów jest ograniczony. Takie sytuacje 

obejmują pandemie oraz kraje rozwijające się, gdzie szybkie uzyskanie wyników w warunkach 

ograniczonych zasobów jest niezbędne do skutecznego zarządzania dużymi populacjami 

pacjentów [89].  

 

Podsumowanie 

Antygenowe i serologiczne biomarkery białkowe związane z zakażeniami wirusowymi 

odgrywają kluczową rolę w diagnostyce medycznej. W związku z tym, również receptory 

stosowane do ich wykrywania cechują się różnorodnością strukturalną. Na podstawie 

wniosków z bieżącego rozdziału, w badaniach nad projektowaniem warstw receptorowych 

opisanych w niniejszej pracy doktorskiej zastosowano modelowe receptory, tj. przeciwciała 

klasy IgG jako receptory antygenów oraz białka antygenowe, w tym białko nukleokapsydu (N) 

wirusa SARS-CoV-2 jako receptory wiążące przeciwciała surowicze. Opracowane w ramach 

tej pracy platformy analityczne bazują na heterogenicznych testach immunologicznych 

możliwych do realizacji w formacie multiplex. Wybór modelowych receptorów należących               

do różnych grup białek miał na celu zademonstrowanie uniwersalności projektowanych 

platform pod względem diagnostycznym. Proponowane podejście umożliwia 

wieloparametrową detekcję zarówno czynników zakaźnych, jak i ocenę odpowiedzi układu 

odpornościowego. Odpowiada to rosnącemu zapotrzebowaniu na rozwiązania typu POCT           

oraz potrzebie holistycznego podejścia do zdrowia pacjenta, co stanowi podstawę rozwoju 

medycyny spersonalizowanej. 

 

1.2 Mikromacierze białkowe  

Mikromacierze białkowe stanowią przykład narzędzia umożliwiającego 

immunodetekcję multipleksową [90]. Swoją nazwę zawdzięczają możliwości unieruchomienia 

wielu różnych białek receptorowych na wspólnym, stałym podłożu. Odpowiednie 

rozlokowanie przestrzenne zaimmobilizowanych białek jest kluczowym aspektem związanym 

z wytwarzaniem mikromacierzy i jednocześnie wyzwaniem technologicznym. Dzięki temu,  

jak również odpowiednim narzędziom odczytu (najczęściej optycznego, bazującego                            

na obrazowaniu) możliwe jest symultaniczne monitorowanie poziomu różnych biomarkerów     

w trakcie jednej analizy. Graficzne przedstawienie mikromacierzy z odczytem fluorescencji 

zostało pokazane na Rysunku 3. Na przedstawionej mikromacierzy unieruchomionymi 
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białkami są nukleoproteina wirusa SARS-CoV-2 (białko testowe, kolor czerwony)                           

oraz przeciwciało anty-koza (białko referencyjne, kolor zielony). Wykorzystane białko 

referencyjne jest sprzężone ze znacznikiem fluorescencyjnym (Alexa Fluor 488). 

Mikromacierz inkubowana była z próbką rzeczywistą – surowicą ludzką pobraną od pacjenta 

ze zdiagnozowanym COVID-19, a następnie znakowana przeciwciałami drugorzędowymi 

skoniugowanymi ze znacznikiem fluorescencyjnym (Cy5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 3. Mikromacierz białkowa wytworzona na chipie krzemowym. Zdjęcie wykonane przy użyciu skanera 

InnoScan 710 dzięki uprzejmości Instituto di Scienze e Tecnologie Chimiche w Mediolanie (zarejestrowane 

podczas wyjazdu naukowego w ramach programu Mobility PW IDUB - NAWA STER). 

 

Jedną z najważniejszych zalet mikromacierzy białkowych jest ich potencjał                              

do wykorzystania w badaniach o wysokiej przepustowości. Pojedyncza macierz może zawierać 

nawet tysiące różnych białek receptorowych, pozwalając na jednoczesną detekcję szerokiego 

spektrum analitów. Zminiaturyzowany format mikromacierzy pozwala na integrację z różnymi 

metodami detekcji, takimi jak odczyt fluorescencyjny, kolorymetryczny lub elektrochemiczny. 

Mikromacierze białkowe, mimo wielu zalet, napotykają istotne wyzwania 

technologiczne, zwłaszcza w zakresie immobilizacji białek o zróżnicowanych właściwościach. 

Zachowanie biologicznej aktywności receptorów oraz uzyskanie jednolitej gęstości na polach 
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testowych jest niezbędne dla powtarzalności i czułości testu. Efektywne unieruchomienie wielu 

białek na jednym podłożu jest skomplikowane i stanowi istotne ograniczenie tej technologii. 

 

1.2.1 Strategie  unieruchamiana receptorów: immobilizacja nieodwracalna                                      

i odwracalna 

 

Unieruchamianie białek na stałych podłożach jest istotnym etapem w tworzeniu 

funkcjonalnych warstw receptorowych w immunosensorach i mikromacierzach białkowych. 

Proces ten wymaga starannego doboru metod immobilizacji, aby zapewnić stabilność                             

i aktywność biologiczną białek na powierzchni nośnika. Klasycznie sposoby immobilizacji 

białek opierają się na jednym z trzech mechanizmów: kowalencyjnym (chemicznym), 

adsorpcyjnym (fizycznym) oraz powinowactwa biologicznego [91]. Jednak ten 

konwencjonalny podział można dodatkowo skategoryzować i wyróżnić dwie główne strategie, 

tj. immobilizacje nieodwracalne i odwracalne. Odwracalność (regenerowalność) warstwy 

receptorowej definiowana jest jako zdolność do wielokrotnego wykorzystania tej samej 

warstwy receptorowej bez utraty jej funkcjonalności. Możliwość regeneracji warstwy 

receptorowej, a tym samym wielokrotnego użycia tego samego czujnika lub testu, pozwala 

uniknąć fałszywych wyników pomiarów spowodowanych niską jakością i brakiem 

powtarzalności wytwarzania mikromacierzy [92]. 

Regenerację warstwy receptorowej immunoplatform można osiągnąć za pomocą dwóch 

podejść. Pierwsze – rozumiane klasycznie, polega na dysocjacji kompleksu przeciwciało-

antygen przy jednoczesnym zachowaniu możliwie nienaruszonej struktury i zdolności wiązania 

receptora unieruchomionego trwale na powierzchni. Drugie podejście obejmuje każdorazowe, 

całkowite usunięcie bioreceptora z powierzchni po zrealizowanym pomiarze, a następnie 

rekonstrukcję warstwy receptorowej przed następną analizą.  

W przypadku pierwszego z wyżej wymienionych podejść dużym wyzwaniem jest fakt, 

że białkowa warstwa receptorowa jest wrażliwa na – często dość agresywne – warunki 

wymagane do zniszczenia wiązania przeciwciało-antygen [93]. Dysocjacja immunokompleksu 

bez uszkodzenia struktury receptora i osłabienia jego zdolności do ponownego                          

wiązania analitu stanowi wyzwanie. Stosowanie buforów regeneracyjnych o skrajnych 

wartościach pH, często wzbogaconych detergentami lub środkami chaotropowymi, ma na celu 

zakłócenie interakcji molekularnych i usunięcie związanych cząsteczek analitu z powierzchni. 
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Jednak klasyczna regeneracja powierzchni, z zachowaniem warstwy receptorowej, wiąże się z 

ryzykiem uszkodzenia przetwornika, zmian właściwości fizycznych lub denaturacji 

zaimmobilizowanych białek receptorowych [94]. Aby ominąć te problemy często wykorzystuje 

się receptory, które zostały zmodyfikowane za pomocą technik biologii molekularnej, na 

przykład poprzez zmniejszenie powinowactwa zmodyfikowanego receptora do analitu [95, 96].  

Atrakcyjną alternatywą dla klasycznej regeneracji w immunotestach jest każdorazowe 

usuwanie z powierzchni białek receptorowych i rekonstrukcja warstwy receptorowej                              

z wykorzystaniem szybkich i łatwych do kontroli metod samoorganizacji molekularnej, takich 

jak immobilizacja białek z wykorzystaniem powinowactwa biologicznego. Oferują one takie 

zalety, jak łatwość sterowania gęstością powierzchniową, zachowanie natywnej formy 

receptora oraz odpowiednia ekspozycja miejsc wiążących, co nie jest możliwe w przypadku 

pasywnej adsorpcji czy kowalencyjnego sprzęgania [97]. 

Przykładem takiej regenerowalnej immobilizacji jest unieruchamianie białek za pomocą 

kotwic DNA (z ang. DNA-directed immobilization, DDI). Dzięki możliwości syntezy 

chemicznej na dużą skalę oraz stabilności DNA, cząsteczka ta wzbudziła zainteresowanie jako 

łącznik do powierzchniowego unieruchamiania białek. Metoda DDI wykorzystuje 

hybrydyzację zachodzącą pomiędzy nićmi DNA skoniugowanymi z białkami receptorowymi  

a komplementarnymi sekwencjami (sondami) na podłożu, który to proces jest niezależny                 

od budowy i właściwości białka skoniugowanego z kotwicą DNA. Dzięki temu, metoda DDI 

charakteryzuje się uniwersalnością, pozwalając na unieruchamianie różnorodnych białek bez 

konieczności dostosowywania procedury do ich indywidualnych właściwości. DDI pozwala 

również na łatwą i szybką regenerację warstwy poprzez zerwanie wiązań wodorowych                        

w dupleksie DNA-DNA, np. poprzez zmianę siły jonowej i/lub pH buforu [98]. Ponadto, 

metoda ta pozwala na łatwą kontrolę przestrzennego rozmieszczenia receptorów, co odgrywa 

kluczową rolę w konstrukcji mikromacierzy białkowych [99]. Mechanizm parowania zasad nici 

DNA gwarantuje na tyle wysoką specyficzność, że możliwe jest selektywne wiązanie 

docelowych białek jedynie w pożądanych strefach nawet w obecności szeregu różnych 

receptorów białkowych znakowanych kotwicami DNA o innej sekwencji. 

Metoda DDI daje możliwość unieruchamiania receptorów na dwa sposoby, które można 

stosować w zależności od preferowanej technologii wytwarzania immunotestów. Pierwszy 

polega na przeprowadzaniu immobilizacji w warunkach przepływowych, gdzie odpowiednie 

przestrzenne rozmieszczenie różnych koniugatów białkowych uzyskuje się dzięki 
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wcześniejszemu lokalnemu rozmieszczeniu na powierzchni sond DNA o odpowiednio 

zaprojektowanych, różniących się sekwencjach. W drugim podejściu unieruchamianie 

bioreceptorów odbywa się ex-situ poprzez kontrolowane nanoszenie koniugatów białko-DNA 

w formie pól testowych (z ang. spotting), przy czym cała powierzchnia podłoża jest pokryta 

komplementarnymi sondami. Podejście ex-situ umożliwia wykorzystanie tej samej kotwicy 

DNA do unieruchamiania różnych białek. Dzięki temu proces immobilizacji jest uproszczony, 

co znacząco ułatwia przygotowanie mikromacierzy o zróżnicowanym zestawie receptorów. 

Możliwość regeneracji warstwy receptorowej jest istotna zarówno w immunoplatformach 

analitycznych do oznaczania różnych bioanalitów, jak i w biosensorach służących do badania 

kinetyki interakcji międzycząsteczkowych. Dzięki temu nie ma potrzeby tworzenia wielu 

identycznych pól testowych dla różnych stężeń biomolekuł, co upraszcza proces analizy [100].  

Zestawienie innych popularnych strategii odwracalnej (regenerowalnej) immobilizacji 

receptorów białkowych wraz ze wskazaniem ich głównych wad i zalet znajduje się w Tabeli 2.  

 

Tabela 2. Charakterystyka podstawowych strategii odwracalnej immobilizacji receptorów białkowych 

 

Strategia 

immobilizacji 

regenerowalnej 

Wady Zalety 
Przykład 

wykorzystania 

Pasywna adsorpcja 

Przypadkowa orientacja białka 

receptorowego, niestabilność 

wiązania z podłożem, agregacja 

receptorów 

Kompatybilność z wieloma 

typami podłoży 
[101] 

DDI 
Konieczność koniugacji białka z 

kotwicą oligonukleotydową 

Możliwość unieruchomienia 

każdego rodzaju białka 

receptorowego 

[102] 

His-tag/Ni2+-NTA 

Dysocjacja receptora w trakcie 

analizy, 

konieczność stosowania 

rekombinowanych przeciwciał 

Dostępność komercyjna 

podłoży i rekombinowanych 

antygenów białkowych 

[103] 

Białko A/G 

Ograniczenie do przeciwciał klasy 

IgG, podatność  uzyskanych 

warstw na niespecyficzne 

interakcje 

Brak potrzeby modyfikacji 

receptora 
[104, 105] 

Mieszana Długi czas i wysoki koszt procesu 
Połączenie zalet różnych 

strategii 

[106] 
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1.2.2 Nowe strategie unieruchamiana receptorów 

Nowo opracowane strategie odwracalnego unieruchamiania receptorów często polegają 

na modyfikacjach i udoskonaleniach istniejących rozwiązań. Łączą one sprawdzone protokoły 

funkcjonalizacji powierzchni z nowymi możliwościami, jakie oferują koniugaty białek 

receptorowych z różnego rodzaju cząsteczkami kotwiczącymi. 

 

Immobilizacja kowalencyjna 

Bezpośrednie, kowalencyjne sprzęganie białek z powierzchnią poprzez ich grupy 

funkcyjne może powodować problemy, takie jak brak kontroli nad orientacją przestrzenną, 

czasochłonne i skomplikowane procedury modyfikacji powierzchni oraz ograniczenia                        

w stosowaniu standardowych protokołów immobilizacji dla białek o zróżnicowanych 

właściwościach. Przykładowo, efektywność sprzęgania za pomocą karbodiimidów jest silnie 

zależna od ładunku powierzchniowego białka [107, 108]. Przeciwciała jako glikoproteiny                   

z klasy globulin wykazują strukturalne i funkcjonalne podobieństwo, jednak fizykochemiczna 

różnorodność antygenów białkowych sprawia, że opracowanie uniwersalnych protokołów ich 

unieruchamiania jest trudniejsze. Niemniej jednak immobilizacja kowalencyjna pozostaje 

niezwykle popularna i niezastąpiona w wielu zastosowaniach, w których pasywna adsorpcja 

okazuje się niewystarczająca. Szczególnie sprawdza się w immunoplatformach jednokrotnego 

użytku, dzięki długoterminowej stabilności immobilizowanych cząsteczek oraz niskim 

kosztom wytwarzania [109]. 

 

Reaktywne kopolimery 

Kowalencyjna immobilizacja białek z reguły wymaga uprzedniej modyfikacji podłoża 

w celu wprowadzenia odpowiednich grup reaktywnych, które selektywnie wiążą się                               

z określonymi grupami funkcyjnymi aminokwasów w strukturze białek. Tradycyjne metody 

modyfikacji powierzchni, takie jak silanizacja, wprowadzanie grup epoksydowych                            

czy wykorzystanie karbodiimidów i maleimidów, są powszechnie stosowane,                                         

ale charakteryzują się czasochłonnością i wieloetapowością. Z technologicznego punktu 

widzenia, procedury te nie są optymalne do seryjnej produkcji immunoplatform 

zintegrowanych w zaawansowane urządzenia diagnostyczne [110]. 
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Atrakcyjną alternatywą do wyżej wymienionych podejść okazuje się być zastosowanie 

do funkcjonalizacji powierzchni reaktywnych kopolimerów [111-113]. Reaktywne kopolimery 

w wyniku chemicznego sieciowania tworzą warstwy zdolne do pokrywania różnych typów 

powierzchni i posiadające wprowadzone do swojej struktury grupy funkcyjne (np. aldehydowe, 

karboksylowe, czy aminowe), które ułatwiają kowalencyjne przyłączanie cząsteczek. 

Przykład takiego kopolimeru na bazie pochodnych kwasu akrylowego został 

przedstawiony na Rysunku 4. 

 

 

Rysunek 4. Przykład reaktywnego kopolimeru na bazie pochodnych kwasu akrylowego. A. Powierzchnia pokryta 

kopolimerem z wyeksponowanymi grupami funkcyjnymi NHS (reaktywnymi względem grup aminowych), B. 

Schemat budowy kopolimeru MCP-2, C. Stosunek molowy monomerów wchodzących w skład kopolimeru MCP-

2 (DMA- N,N-dimetyloakrylamid, NAS – akryloiloksysukcynimid oraz  MAPS- metakrylan 3-

(trimetoksysililo)propylu). 

 

Wykorzystanie kopolimerów o różnych stosunkach monomerów pozwala na precyzyjną 

kontrolę gęstości powierzchniowej grup funkcyjnych, pozwalając na kontrolowaną 

immobilizację receptorów. Takie podejście niweluje ograniczenia związane                                                 

z konwencjonalnymi sposobami funkcjonalizacji powierzchni. Kopolimery są dostosowane             

do szerokiej gamy podłoży, od chipów krzemowych [114], po szkło [115], polimery [116]                     

i metale [117]. Umożliwia to ich potencjalne wykorzystanie w szerokim spektrum zastosowań, 

od konstrukcji jednorazowych testów, po zintegrowane urządzenia diagnostyczne [118]. 

Ponadto, możliwe jest wprowadzenie do struktury takich kopolimerów segmentów 

ułatwiających związanie z powierzchnią (np. reszty 3-(trimetoksysililo)propylu),                              

czy elementów zapobiegających niespecyficznej adsorpcji, co pozwala na wytworzenie 

warstwy uniemożliwiającej płynom biologicznym nieswoiste oddziaływanie z podłożem [119]. 
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Stworzenie już na etapie syntezy odpowiednio zaprojektowanego modyfikatora powierzchni               

o pożądanych funkcjonalnościach skraca czas i koszty wytworzenia zmodyfikowanej warstwy 

dzięki jednoetapowemu procesowi powlekania. Dodatkowo, wykorzystanie reaktywnych 

kopolimerów otwiera możliwość integracji różnych strategii immobilizacji. Przykładowo, 

kowalencyjne przyłączenie sond oligonukleotydowych do podłoża zmodyfikowanego 

reaktywnym polimerem, a następnie unieruchomienie receptorów białkowych poprzez DDI, 

łączy zalety powlekania powierzchni polimerem z korzyściami odwracalnej immobilizacji 

bazującej na powinowactwie biologicznym [99].  

 

1.2.3 Kontrola jakości białkowych warstw receptorowych 

Użyteczność biosensorów i biotestów w formacie multiplex w dużej mierze zależy               

od jakości wytworzonej warstwy receptorowej. Wyzwanie to staje się szczególnie istotne,             

gdy na tej samej powierzchni unieruchamia się wiele różnych białek. Jednorodność pól 

testowych warstwy receptorowej mikromacierzy wpływa na uzyskiwany sygnał, co podkreśla 

potrzebę opracowania metod kontroli ich jakości [120, 121]. 

Immobilizacja białek ex-situ w warunkach stacjonarnych (np. z wykorzystaniem 

zautomatyzowanego systemu nanoszenia) pozwala na jednoczesne unieruchamianie                                

i przestrzenne rozmieszczenie wielu różnych receptorów na jednej matrycy, co maksymalizuje 

wykorzystanie dostępnej powierzchni przetwornika. Jednak proces ten ma istotne ograniczenia. 

W przeciwieństwie do immobilizacji w zamkniętym układzie mikroprzepływowym, podejście 

ex situ utrudnia kontrolę nad czasem interakcji między białkiem a podłożem oraz nie pozwala 

na śledzenie procesu wiązania z powierzchnią, co znacznie utrudnia oszacowanie gęstości 

powierzchniowej receptorów i ocenę jednorodności pól testowych. Powoduje to,                                    

że immobilizacja ex-situ wymaga szczególnej dbałości o standaryzację warunków procesu,            

aby minimalizować potencjalne różnice między poszczególnymi polami testowymi. 

Jednym z głównych wyzwań, z punktu widzenia powtarzalności wytwarzania,                       

jest unieruchomienie wielu białek na powierzchni przetwornika w postaci pól testowych                     

o bardzo małych powierzchniach. Na powodzenie tego procesu ma wpływ szereg różnych 

czynników, jak chociażby wilgotność i temperatura otoczenia [122]. Wszelkie wahania podczas 

procesu immobilizacji mogą prowadzić do nierównomiernego rozmieszczenia białek. 

Przykładem jest nierównomierne wysychanie i powstawanie efektu pierścienia kawowego 

(ang. coffee ring effect), co często zdarza się przy nakładaniu pól testowych przy braku 
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odpowiedniej kontroli wilgotności powietrza. Aby zautomatyzować proces immobilizacji, 

stosuje się specjalistyczne plotery, które precyzyjnie nanoszą niewielkie objętości roztworów 

zawierających receptory. Dozowanie kropli odbywa się dzięki siłom kapilarnym                                    

w kontrolowanych warunkach, często z użyciem nawilżanych komór klimatycznych. Objętość 

nakładanego roztworu zależy od konstrukcji dyszy, lepkości roztworu, hydrofilowości podłoża 

oraz czasu kontaktu kapilary z podłożem [123]. 

Pomimo powszechnego obecnie wykorzystania zautomatyzowanych metod nanoszenia 

receptorów, problem niejednorodności pól testowych wciąż pozostaje aktualnym wyzwaniem 

technologicznym. Przykładowy efekt tego zjawiska został zilustrowany na Rysunku 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 5. Zdjęcie przedstawiające mikromacierz wytworzoną techniką automatycznego nanoszenia z 

wykorzystaniem plottera [121]. 

 

W teorii, każde z pól testowych powinno cechować się w przybliżeniu jednakową 

gęstością powierzchniową. W rzeczywistości widać, że niektóre receptory nie zostały 

unieruchomione na powierzchni (czerwona ramka), bądź w wyniku nierównomiernego 

wysychania proces immobilizacji cechował się dużo niższą wydajnością (zielona ramka).   

W obliczu trudnych do całkowitego wyeliminowania problemów z jednorodnością pól 

testowych masowo wytwarzanych mikromacierzy, zyskuje na znaczeniu potrzeba opracowania 

prostej metody kontroli ich wytwarzania [124]. Do tej pory nie opracowano jednak 
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uniwersalnej metody umożliwiającej ocenę jakości białkowych warstw receptorowych                          

w układzie mikromacierzowym. Takie podejście umożliwiłoby rutynową ocenę jednorodności 

pól testowych jeszcze przed rozpoczęciem analizy, a co za tym idzie eliminację potencjalnych 

błędów z nich wynikających.  

Jednym ze sposobów kontroli jakości warstwy receptorowej jest bezpośrednie 

monitorowanie procesu immobilizacji, co można osiągnąć poprzez wykorzystanie rezonansu 

plazmonów powierzchniowych (SPR) [125]. Technika ta pozwala na monitorowanie interakcji 

białka z podłożem w czasie rzeczywistym. Niestety w przypadku większości mikromacierzy 

takie podejście nie jest możliwe do zastosowania, ponieważ unieruchomienie receptorów 

zachodzi ex-situ, poza układem przepływowym.  

Innym potencjalnym rozwiązaniem jest wykorzystanie specyficznego znakowania 

immunologicznego. Użycie przeciwciał (np. znakowanych fluorescencyjnie) skierowanych 

przeciwko białku receptorowemu pozwala na określenie efektywności immobilizacji 

biocząsteczek, a także na ocenę jednorodności gęstości powierzchniowej receptora w obrębie 

pól testowych. Istotne ograniczenie stanowi jednak fakt, iż dostępność znakowanych 

przeciwciał, zwłaszcza wobec nowych antygenów, jest ograniczona. Ponadto unieruchomienie 

wielu białek na wspólnym podłożu wymagałoby zastosowania różnych przeciwciał, co jest 

kosztowne i czasochłonne. Dodatkowo, specyficzne znakowanie warstwy receptorowej 

przeciwciałami uniemożliwiłoby ponowne użycie platformy bez wcześniejszej regeneracji. 

Kolejną koncepcją jest również możliwość bezpośredniego znakowania receptorów 

przed procesem immobilizacji z wykorzystaniem znaczników (np. fluorescencyjnych) [124]. 

Niestety, takie podejście wiąże się ze skomplikowanym i czasochłonnym procesem koniugacji. 

Ponadto, sprzęganie receptora ze znacznikiem takim jak fluorofor, wiąże się z nieuniknioną 

utratą części białka w trakcie tej procedury a także potencjalnym obniżeniem jego zdolności 

wiążących na skutek chemicznej modyfikacji. Obecność znacznika związanego z receptorem 

może również komplikować odczyt sygnału (np. optycznego) podczas docelowej analizy. 

Alternatywą dla powyższych metod jest poszukiwanie niespecyficznych znaczników 

białek, które umożliwiłyby ocenę jakości warstw złożonych z immobilizowanych receptorów. 

Choć podejście to jest bardziej uniwersalne, opracowanie takiej metody stanowi wyzwanie, 

ponieważ niespecyficzne znaczniki białek muszą wiązać się odwracalnie, aby nie zakłócać 

późniejszego rozpoznawania analitu przez receptor. Opisane wyżej metody kontroli jakości 

białkowych warstw receptorowych zostały przedstawione na Rysunku 6. 
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Rysunek 6. Metody kontroli jakości białkowych warstw receptorowych; A. Specyficzne znakowanie z 

wykorzystaniem przeciwciał, B. Monitorowanie procesu immobilizacji w czasie rzeczywistym, C. Wykorzystanie 

wyznakowanych bioreceptorów, D. Użycie niespecyficznych znaczników. 
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Podsumowanie 

Unieruchomienie i przestrzenne rozmieszczenie białek w formie mikromacierzy                       

na wspólnym podłożu to kluczowy etap w tworzeniu narzędzi analitycznych do detekcji 

wieloparametrowej. Proces ten wiąże się jednak z wyzwaniami technologicznymi, które 

wymagają odpowiedniego doboru metody immobilizacji w celu zapewnienia wysokiej jakości 

oraz powtarzalności warstw receptorowych. Na podstawie wniosków z niniejszego rozdziału, 

w ramach badań rozwijano kowalencyjne strategie unieruchamiania receptorów,                                     

ze szczególnym uwzględnieniem rozwiązań oferujących możliwość dowiązania białek                        

w jednoetapowej reakcji, takich jak warstwy pośrednie zbudowane z reaktywnych 

kopolimerów. Podjęto również próby opracowania platform z regenerowalną warstwą 

receptorową poprzez unieruchomienie białek za pomocą kotwic oligonukleotydowych na 

podłożach złotych oraz transparentnych foliach PET. Proponowane podejście miało wykazać 

potencjalne przewagi metody DDI w zastosowaniach mikromacierzowych. Szczególną uwagę 

poświęcono analizie słabo poznanego dotychczas wpływu składu monowarstwy zawierającej 

kotwice ssDNA na stabilność i gęstość powierzchniową warstw receptorowych uzyskanych 

metodą DDI. 

Analiza literatury wskazuje, iż istnieje problem braku powtarzalności uzyskiwanych 

gęstości powierzchniowych unieruchamianych receptorów białkowych i może on istotnie 

obniżać wiarygodność wyników analiz realizowanych za pomocą immunotestów w formacie 

multiplex. W pracy zidentyfikowano tę lukę badawczą i zaproponowano innowacyjne podejście 

– metodę mapowania gęstości receptorów w mikromacierzach SPRi z wykorzystaniem 

odwracalnego, niespecyficznego znakowania białek. Zaprezentowane rozwiązania 

odpowiadają na rosnące potrzeby diagnostyki wieloparametrowej oraz rozwój urządzeń POCT, 

wnosząc istotne innowacje w projektowanie nowoczesnych platform immunologicznych. 

 

1.3 Strategie detekcji 

Odpowiednia metoda detekcji sygnału, którą można zastosować do immunoplatform             

w formacie mikromacierzy, powinna oferować: (i) wysoki stosunek sygnału do szumu tła,               

(ii) w przypadku detekcji optycznej możliwość odczytu w trybie obrazowania lub skanowania, 

(iii) dobrą rozdzielczość przestrzenną, oraz (iv) odpowiednio wysoką stabilność 

odczytywanego sygnału [126]. W immunoplatformach do wykrywania oraz ilościowego 



 
 

42 
 

oznaczania bioanalitów, jak również do śledzenia oddziaływań biocząsteczkowych, stosowane 

są dwie podstawowe strategie: detekcja znacznikowa oraz detekcja bezznacznikowa.  

 

1.3.1 Strategie wykorzystujące znaczniki 

Strategie detekcji, w których odczytywany sygnał nie pochodzi bezpośrednio                              

z interakcji białko receptorowe-analit, wykorzystują jako jego źródło dodatkowe znakowanie. 

Najczęściej spotykane jest wykorzystanie przeciwciał drugorzędowych skoniugowanych                  

ze specjalną „metką” (z ang. label lub tag). Znacznik definiowany jest jako dowolna obca 

cząsteczka lub cząstka przyłączona do białka, umożliwiająca wykrycie obecności                                

lub aktywności analitu w próbce. Odczyt sygnału jest możliwy dzięki wykorzystaniu szeregu 

technik analitycznych, w zależności od rodzaju znacznika, którego rolę mogą pełnić enzymy 

[127], barwniki fluorescencyjne [128], izotopy radioaktywne [129], znaczniki 

chemiluminescencyjne [130], kropki kwantowe [131], jak i nanocząstki [132]. 

Przykłady znaczników wykorzystanych w immunodetekcji biomarkerów wirusowych 

znajdują się w Tabeli 3. 

 

Tabela 3. Przegląd znaczników stosowanych w immunotestach do wykrywania biomarkerów infekcji wirusowych 

 

Rodzaj znacznika Wykrywany analit Strategia detekcji Referencja 

Peroksydaza 

chrzanowa (HRP) 
Wirus Zika 

Detekcja optyczna (utleniona 

TMB) 
[133] 

Fosfataza alkaliczna 

(ALP) 
Wirus RSV 

Detekcja optyczna (złote 

nanocząstki) 
[134] 

Kropki kwantowe 

Antygen powierzchniowy wirusa 

zapalenia wątroby 

typu B 

Detekcja optyczna-

fluorescencja QDs 
[135] 
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Złote nanogwiazdki Wirus Zika oraz wirus dengi 
Powierzchniowo wzmocniona 

spektroskopia ramanowska 
[136] 

Izotiocyjanian 

fluoresceiny (FITC) 

Białko nukleokapsydu wirusa SARS-

CoV-2 

Detekcja optyczna - 

fluorescencja 
[137] 

Kropki kwantowe CRP 
Detekcja optyczna – 

fluorescencja QDs 
[138] 

Peroksydaza 

chrzanowa (HRP) 

Przeciwciała skierowane przeciwko 

wirusowi afrykańskiego pomoru 

świń 

Detekcja optyczna (utleniony 

luminol) 
[139] 

Złote nanocząstki 

jako nanozymy 
Wirus grypy typu A 

Detekcja optyczna (utleniona 

TMB) 
[140] 

 

 

Pierwsze immunotesty wykorzystujące znaczniki do detekcji sygnału pojawiły się pod 

koniec lat 50. XX wieku dzięki badaniom Rosalyn Yalow i Solomona Bersona [141]. 

Zastosowanie radioizotopów umożliwiło wykrywanie nano- i pikomolarnych stężeń związków 

w osoczu i tkankach, co przyczyniło się do rozwoju późniejszych technik, takich jak testy 

ELISA, w których radioizotopy zastąpiono enzymami.  

W immunodetekcji znacznikowej stosuje się znakowanie bezpośrednie lub pośrednie, 

zwykle z koniugatem przeciwciała drugorzędowego. Każde z tych podejść odpowiada na inne 

potrzeby.  

Znakowanie bezpośrednie upraszcza procedurę analityczną, redukując liczbę etapów            

w konstrukcji immunotestu. Eliminacja dodatkowej reakcji immunologicznej zmniejsza tym 

samym ryzyko reaktywności krzyżowej pomiędzy przeciwciałami [142, 143]. Konstrukcja 
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testu ze znakowaniem bezpośrednim polega na przyłączeniu znacznika sprzężonego                               

z pierwszorzędowym przeciwciałem lub antygenem (tzw. znakującym), które bezpośrednio 

wiąże się z analitem (Rysunek 7A). Dzięki wytworzeniu znakowanego immunokompleksu                 

w jednoetapowej reakcji metoda jest szybka i minimalizuje zużycie odczynników, co czyni               

ją korzystną w zastosowaniach wymagających natychmiastowych wyników. Należy jednak 

pamiętać, że ograniczona dostępność komercyjnych koniugatów przeciwciał często zmusza               

do uprzedniego, samodzielnego sprzęgania specyficznego bioreceptora ze znacznikiem. 

Znakowanie pośrednie umożliwia stosowanie uniwersalnych koniugatów przeciwciał 

drugorzędowych, eliminując konieczność znakowania drogich i trudno dostępnych przeciwciał 

skierowanych przeciwko wykrywanym antygenom. W tym podejściu przeciwciało 

drugorzędowe, skoniugowane ze znacznikiem, wiąże się z przeciwciałem pierwszorzędowym 

lub antygenem, które pierwotnie związały się z docelowym analitem, tworząc układ kanapkowy 

(Rysunek 7B). Zastosowanie przeciwciał drugorzędowych, zwykle poliklonalnych, umożliwia 

wiązanie z wieloma epitopami receptora, co zwiększa efektywność znakowania i wzmacnia 

sygnał, czyniąc metodę bardziej czułą i uniwersalną. Jednakże, odbywa się to kosztem bardziej 

złożonego i wydłużonego procesu analitycznego. Mimo tej niedogodności, szeroka dostępność 

komercyjnych przeciwciał drugorzędowych stanowi istotną zaletę tej strategii. 

 

Rysunek 7. Schematyczne przedstawienie koncepcji znakowania w immunodetekcji znacznikowej: (A) 

znakowanie bezpośrednie, (B) znakowanie pośrednie. 
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1.3.2 Strategie bezznacznikowe 

Alternatywną strategią detekcji sygnału w immunoplatformach jest bezpośredni pomiar 

zmian fizycznych wynikających z interakcji między receptorem a analitem. Metody te, 

bazujące na właściwościach biofizycznych, takich jak masa czy ładunek cząsteczki, eliminują 

potrzebę wtórnego znakowania, co umożliwia monitorowanie oddziaływań molekularnych w 

czasie rzeczywistym. Bezznacznikowe metody optyczne opierają się głównie na refraktometrii 

[144] lub reflektometrii, w tym rezonansie plazmonowym [145]. Natomiast najbardziej 

znanymi platformami akustycznymi są mikrowagi kwarcowe (QCM) [146]. Platformy 

wykorzystujące bezznacznikową transdukcję elektrochemiczną są mniej popularne niż ich 

odpowiedniki znacznikowe. Wynika to z faktu, że często wymagają zastosowania markerów 

redoks, które muszą być związane z receptorem lub obecne w roztworze [147]. 

 

Rezonans plazmonów powierzchniowych (SPR) 

SPR jest jedną z najczęściej stosowanych technik detekcji bezznacznikowej. Technika 

ta została po raz pierwszy zastosowana w konstrukcji biosensora optycznego przez Liedberga                  

i Nylandera w 1982 roku, a w ciągu kolejnych dziesięcioleci stała się niezwykle popularnym 

narzędziem do ilościowej charakteryzacji oddziaływań biocząsteczkowych [144]. 

W klasycznym formacie SPR immobilizacja białek receptorowych zachodzi 

bezpośrednio w celce mikrofluidycznej, co umożliwia śledzenie procesu unieruchamiania 

receptorów w czasie rzeczywistym a tym samym kontrolę ich gęstości powierzchniowej. 

Niestety takie rozwiązanie niesie za sobą praktyczne ograniczenie w konstrukcji biosensorów 

typu multiplex, gdyż w takim przypadku liczba potencjalnych białek receptorowych obecnych 

na jednym przetworniku jest zdeterminowana liczbą dostępnych celek przepływowych [148]. 

W praktyce ogranicza to możliwości konstrukcji macierzy SPR do maksymalnie 8 niezależnych 

pól testowych [149]. Alternatywą w takim przypadku jest SPR z obrazowaniem (z ang. Surface 

Plasmon Resonance Imaging, SPRi). Jest on pochodną klasycznego SPR i jego zasada działania 

bazuje na układzie mikromacierzowym. Z uwagi na przetwarzanie sygnału w postaci obrazu, 

cała powierzchnia przetwornika może zostać wykorzystana do unieruchomienia receptorów. 

Warto podkreślić jednak, że w przypadku SPRi immobilizacja zachodzi ex-situ poprzez 

nakraplanie roztworów bioreceptorów w określonych strefach poza systemem 

mikrofluidycznym urządzenia, co pozbawia SPRi możliwości śledzenia tego zjawiska w czasie 



 
 

46 
 

rzeczywistym. Schematy działania analizatorów SPRi oraz klasycznego SPR zostały 

przedstawione na Rysunku 8.   

 

 

Rysunek 8. Schemat ukazujący różnice w konstrukcji analizatorów SPRi (A) oraz klasycznego SPR w trybie 

skanowania kątowego (B).  
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W technice SPR wykorzystuje się szklany przetwornik pokryty cienką warstwą metalu, 

najczęściej złota, na którym immobilizowane są białka receptorowe. Monochromatyczne, 

spolaryzowane światło pada na przetwornik, oddziałując z elektronami na powierzchni metalu 

i wzbudzając plazmony powierzchniowe w postaci fal elektromagnetycznych na granicy metalu 

i dielektryka [150]. Rezonans występuje, gdy częstotliwość światła odpowiada częstotliwości 

plazmonów, co prowadzi do maksymalnej absorpcji światła odbitego. Lokalne zmiany 

współczynnika załamania światła, zależne od masy przy powierzchni metalu, wpływają                     

na obserwowane przesunięcie kąta rezonansowego. W SPRi (z ang. imaging) stały kąt padania 

światła umożliwia monitorowanie zmian intensywności promieniowania odbitego za pomocą 

kamery CCD (z ang. charge-coupled device), co pozwala na obserwację zaciemnień na obrazie 

różnicowym. Natężenie odbitego światła (reflektancja) zmienia się w czasie, co jest 

rejestrowane przez detektor. W klasycznym SPR pomiary mogą być prowadzone przy stałym 

kącie padania światła lub w trybie skanowania kątowego. Przesunięcie kąta rezonansowego  

jest proporcjonalne do masy cząsteczek związanych na powierzchni metalu w wyniku 

oddziaływań z unieruchomionymi receptorami [151]. 

 

1.3.3 Praktyczne porównanie strategii detekcji 

Dobór strategii detekcji w immunotestach zależy zarówno od wymaganych                                

do osiągnięcia parametrów analitycznych, wygody użytkownika jak i od kosztów analizatorów. 

Formaty znacznikowe charakteryzują się wysoką czułością, umożliwiającą wykrywanie 

analitów nawet na poziomie sub-pikomolarnym [152]. We wczesnych stadiach chorób stężenie 

biomarkerów w płynach ustrojowych bywa ekstremalnie niskie, co często uniemożliwia ich 

detekcję metodami bezznacznikowymi. Jednakże, zastosowanie znakowanych białek wiąże się 

z wyższymi kosztami produkcji takich imunotestów oraz wydłużonym czasem analizy.                      

W diagnostyce POCT metody bezznacznikowe mogą stanowić korzystną alternatywę, 

ponieważ umożliwiają jednoetapowe pomiary w czasie rzeczywistym. W ostatnich latach 

obserwuje się wzrost liczby badań nad udoskonalaniem czujników bezznacznikowych,                     

co świadczy o rosnącym zainteresowaniu tą technologią w diagnostyce medycznej [147, 153]. 

Analiza wieloparametrowa, umożliwiająca jednoczesną identyfikację wielu 

biomarkerów, odgrywa kluczową rolę w kompleksowej diagnostyce, na przykład                                     

w profilowaniu odpowiedzi immunologicznej. Choć metody znacznikowe są obecnie częściej 

stosowane, sensory bezznacznikowe również pozwalają na projektowanie takich platform 
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[154]. Jednakże ich zastosowanie jest ograniczone ze względu na niewielką liczbę technik 

oferujących jednocześnie odczyt bezznacznikowy i kompatybilność z formatem 

mikromacierzowym. Warto jednak podkreślić, że podejście bezznacznikowe umożliwia 

monitorowanie oddziaływań analitów z warstwą receptorową w czasie rzeczywistym, 

dostarczając tym samym więcej informacji o badanych oddziaływaniach 

międzycząsteczkowych, w tym o kinetyce wiązania [155, 156].  

Podczas pracy ze złożonymi próbkami, takimi jak surowica, zasada generowania 

sygnału wykorzystywana w metodach bezznacznikowych może okazać się jednak znaczącą 

wadą, ponieważ składniki obecne w matrycy próbki mogą również wiązać się z powierzchnią 

czujnika, prowadząc do fałszywie dodatnich wyników [157].  W związku z tym, podczas 

projektowania tego typu formatów testów, konieczne jest zapewnienie maksymalnie wysokiej 

selektywności wiązania analitu z bioreceptorem.  

W formatach wykorzystujących znaczniki sygnał tła oraz inne niepożądane efekty 

wynikające ze złożoności matrycy próbki są mniejsze, ponieważ rejestrowany sygnał pochodzi 

od znacznika, którego wiązanie jest w dużej mierze niezależne od składników matrycy [147]. 

Ponadto, w formacie kanapkowym (z ang. sandwich format) podwójnie rozpoznawanie 

molekularne przez receptor dodatkowo zwiększa selektywność znakowania. Niemniej jednak, 

ograniczeniem dla heterogenicznych formatów znacznikowych jest konieczność znalezienia 

kompatybilnych par receptorów (z ang. matched pairs) wykazujących powinowactwo                        

do różnych epitopów wykrywanej cząsteczki, co często wymaga czasochłonnych testów 

optymalizacyjnych i może stanowić istotne wyzwanie w procesie projektowania takich 

platform. Dodatkowo, w  przypadku metod znacznikowych analiza próbek o wysokim stężeniu 

analitu wiąże się z ryzykiem wystąpienia „efektu haka”, które polega na uzyskiwaniu wyników 

fałszywie ujemnych z powodu nadmiaru analitu hamującego tworzenie kompleksów typu 

kanapkowego. Metody bezznacznikowe eliminują ryzyko wystąpienia tego zjawiska dzięki 

odmiennemu mechanizmowi działania, co czyni je bardziej niezawodnymi w analizie próbek    

o szerokim zakresie stężeń. W Tabeli 4 przedstawiono porównanie popularnych strategii 

detekcji wykorzystywanych w immunoplatformach z podziałem na znacznikowe                                      

i bezznacznikowe oraz oceną użyteczności poszczególnych technik w pomiarach 

multipleksowych oraz zautomatyzowanych analizatorach wysokoprzepustowych. 
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Tabela 4. Porównanie najczęściej wykorzystywanych znacznikowych i bezznacznikowych technik detekcji 

stosowanych w immunoplatformach 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metoda detekcji 

Koszt 

aparatury 

do 

odczytu 

sygnału 

Możliwość pomiarów 

multipleksowych 

Możliwość analiz 

wysokoprze-

pustowych 

Z
n

a
cz

n
ik

o
w

e
 

Fluorescencja Niski Tak Tak 

Chemiluminescencja Niski Tak Tak 

Pomiary elektrochemiczne Niski Tak Tak 

Znakowanie radioizotopami Średni Tak Nie 

Znakowanie nanocząstkami Niski Tak Tak 

B
ez

zn
a

cz
n

ik
o

w
e
 

Mikrowaga kwarcowa 

(QCM) 
Wysoki Nie Nie 

Rezonans plazmonów 

powierzchniowych (SPR) 
Wysoki Nie Tak 

Rezonans plazmonów 

powierzchniowych z 

obrazowaniem 

(SPRi) 

Wysoki Tak Tak 

Powierzchniowo wzmocniona 

spektroskopia ramanowska 

(SERS) 

Bardzo 

wysoki 
Tak Tak 
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Podsumowanie 

Metody znacznikowe, dzięki swojej wysokiej czułości, pozostają złotym standardem            

w diagnostyce medycznej. Z kolei strategie bezznacznikowe oferują unikalne możliwości 

monitorowania oddziaływań receptor-analit w czasie rzeczywistym, co pozwala na poznanie 

dynamiki oddziaływań cząsteczkowych bez potrzeby modyfikacji białek. Tradycyjnie                        

w opisywanych w literaturze pracach badawczych, techniki bezznacznikowe i formaty 

wykorzystujące znakowanie są traktowane niezależnie jako dwie alternatywne strategie 

detekcji.  

W niniejszej pracy doktorskiej zaproponowano podejście polegające na wykorzystaniu 

technik bezznacznikowych (SPR i SPRi) zarówno jako strategii detekcji w konstrukcji 

immunosensorów SPR, jak również jako uzupełniającego narzędzia do charakteryzacji 

oddziaływań, które jest szczególnie przydatne na początkowych etapach projektowania 

immunotestów. Takie wygodne narzędzie pomaga bardziej szczegółowo monitorować i lepiej 

zrozumieć procesy zachodzące na powierzchni. Zaproponowane podejście wykorzystujące 

system SPR pozwala na śledzenie oddziaływań wybranych receptorów z docelowymi analitami 

w czasie rzeczywistym, a także na kontrolę nad gęstością powierzchniową białek. 
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Rozdział 2 

2. Cel i zakres pracy doktorskiej 

Celem niniejszej pracy doktorskiej było opracowanie nowych strategii wytwarzania               

i charakteryzacji białkowych warstw receptorowych do multipleksowej detekcji biomarkerów 

związanych z zakażeniami wirusowymi. 

Droga do realizacji tego celu w pierwszym etapie obejmowała badania nad różnymi 

aspektami procesu immobilizacji białek receptorowych przy użyciu kotwic DNA (DDI), m. in. 

za pomocą rezonansu plazmonów powierzchniowych (SPR). Ważnym zadaniem było również 

opracowanie innowacyjnej, nieopisanej do tej pory w literaturze,  metody kontroli jakości 

warstw receptorowych w formacie mikromacierzy SPRi, do czego wykorzystano anionowe 

barwniki jako niespecyficzne znaczniki receptorów białkowych unieruchomionych                              

na powierzchni przetwornika. Dalsze badania miały na celu opracowanie uniwersalnych 

strategii immobilizacji białek (zarówno odwracalnych jak i nieodwracalnych)                                           

na powierzchniach złotych oraz foliach PET i sprawdzenie możliwości ich wykorzystania                   

w konstrukcji immunotestów. Modelowe receptory obejmowały przeciwciała klasy IgG oraz 

białka o charakterze antygenowym, w tym białko nukleokapsydu (N) wirusa SARS-CoV-2. 

Opracowane podejście miało na celu zapewnienie możliwości unieruchomienia obu 

grup modelowych receptorów, niezależnie od ich struktury i właściwości, a następnie łatwą 

implementację wybranego rozwiązania do formatów multipleksowych.  

Na drodze do osiągnięcia zaplanowanego celu scharakteryzowano wybrane strategie 

(pasywną adsorpcję, immobilizację kowalencyjną oraz DDI) wykorzystując bezznacznikową 

detekcję SPR. Ostatnim z celów cząstkowych pracy było zaprojektowanie platform 

diagnostycznych do wykrywania biomarkerów infekcji wirusowych w diagnostyce 

serologicznej. Korzystając z reaktywnych kopolimerów jako warstw przejściowych, 

skonstruowano immunotesty na elastycznych podłożach PET z detekcją w oparciu                                 

o znakowanie enzymatyczne. Ich potencjalną użyteczność zweryfikowano na końcowym etapie 

badań, analizując rzeczywiste próbki surowic pobranych od pacjentów pod kątem diagnostyki 

COVID-19. 
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W ramach pracy doktorskiej zaplanowano następujące, szczegółowe zadania badawcze, 

których realizacja stała się podstawą cyklu 4 artykułów naukowych: 

• analiza dostępnych metod immobilizacji białek umożliwiających ich unieruchamianie 

na różnych podłożach (głównie złotych i polimerowych); 

• weryfikacja istotności wpływu składu monowarstwy zawierającej sondy ssDNA                

oraz czystości i stechiometrii koniugatów DNA-białko na stabilność i gęstość 

powierzchniową białkowych warstw receptorowych immobilizowanych poprzez DDI; 

• opracowanie nowej, łagodnej dla unieruchomionych białek i kompatybilnej z techniką 

SPRi w formacie mikromacierzowym metody kontroli jakości warstwy receptorowej            

z wykorzystaniem odwracalnego znakowania barwnikami anionowymi; 

• zaprojektowanie strategii unieruchamiania receptorów białkowych na potrzeby 

konstrukcji immunotestów w oparciu o detekcję znacznikową (znakowanie 

enzymatyczne) z wykorzystaniem elastycznych podłoży i reaktywnych kopolimerów; 

• weryfikacja użyteczności wytworzonych platform w analizie próbek rzeczywistych 

(surowica krwi) na potrzeby diagnostyki serologicznej COVID-19. 

 

Główne zadania badawcze zostały przedstawione w formie graficznej na Rysunku 9.  

 

 

 Rysunek 9. Zadania badawcze wyznaczone w ramach cyklu czterech artykułów naukowych stanowiących 

podstawę rozprawy doktorskiej. 
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Rozdział 3 

3. Komentarz do cyklu artykułów naukowych będących podstawą rozprawy 

doktorskiej 

 

Cykl publikacji naukowych, które składają się na niniejszą rozprawę doktorską, 

przedstawia opis badań nad rozwojem nowoczesnych immunoplatform umożliwiających 

multipleksową detekcję biomarkerów związanych z zakażeniami wirusowymi                                           

z wykorzystaniem dwóch systemów detekcji – bezznacznikowej detekcji SPRi oraz detekcji 

spektrofotometrycznej w oparciu o znakowanie enzymatyczne. Są to cztery publikacje 

naukowe, z których pierwsza (P1) ma charakter przeglądowy, a pozostałe trzy (P2, P3, P4) 

prezentują wyniki oryginalnych badań eksperymentalnych. 

 

3.1 Projektowanie warstw receptorowych do zastosowań w immunodiagnostyce [P1] 

 

We wprowadzeniu literaturowym (w podrozdziale 1.3 Strategie detekcji) wykazano, że 

immunosensory z zastosowaniem rezonansu plazmonów powierzchniowych (SPR) wyróżnia 

zdolność do bezpośredniego monitorowania oddziaływań pomiędzy biocząsteczkami w czasie 

rzeczywistym bez konieczności stosowania znaczników. Ta cecha czyni SPR szczególnie 

atrakcyjnym i przydatnym narzędziem w projektowaniu warstw receptorowych platform 

biosensorowych. 

Projektowanie białkowych warstw receptorowych odpowiednich do analizy próbek 

rzeczywistych i kompatybilnych z formatami multipleksowymi wymaga dogłębnej analizy 

dostępnych strategii immobilizacji oraz zrozumienia kluczowych wyzwań technologicznych, 

które mogą wpływać na proces detekcji. Warstwy te powinny charakteryzować się 

adaptowalnością, czyli łatwością ich dostosowania do nowych typów receptorów, a także 

możliwością regeneracji, co pozwala na wielokrotne użycie czujnika czy immunotestu bez 

znaczącego pogorszenia jego parametrów analitycznych. 

 A artykule P1 przedstawiono przegląd literatury dotyczący najnowszych osiągnięć                   

i istniejących wyzwań w zakresie konstrukcji warstw receptorowych immunosensorów SPR. 

Stanowi on niezbędne wprowadzenie do badań eksperymentalnych opisanych w kolejnych 

pracach wchodzących w skład tej rozprawy. W artykule P1 przeanalizowano i porównano 

różnorodne metody wytwarzania białkowych warstw receptorowych, akcentując wpływ 



 
 

54 
 

wybranej strategii unieruchamiania receptorów na potencjalne możliwości zastosowań 

diagnostycznych uzyskanego immunosensora. Wykonany przegląd literatury (P1) pozwala 

wyróżnić dwie wiodące grupy metod unieruchamiania receptorów białkowych. Pierwsza z nich 

obejmuje wykorzystanie fizycznej adsorpcji bądź chemicznej funkcjonalizacji powierzchni 

skutkujące losową orientacją wiązanych receptorów, z kolei druga obejmuje metody 

ukierunkowanej immobilizacji wykorzystujące powinowactwo biologiczne.  

W artykule P1 podkreślono fundamentalne różnice pomiędzy strategiami immobilizacji 

oraz zawarto szczegółowe omówienie różnych podejść do tego zagadnienia, w tym metod 

fizycznych, takich jak adsorpcja elektrostatyczna, i chemicznych, które zapewniają trwałe 

połączenie, ale mogą wpływać na konformację i aktywność białek związanych z powierzchnią. 

Zwrócono szczególną uwagę na nowatorskie podejścia umożliwiające immobilizację białek 

(zarówno przeciwciał, jak i receptorów antygenowych, w tym białek rekombinowanych)                      

z zachowaniem ich stabilności i aktywności biologicznej, takie jak immobilizacja                                

z wykorzystaniem bakteriofagów, bakteryjnych superantygenów czy immobilizacja za pomocą 

kotwic DNA (DDI). Wykonany przegląd literaturowy wskazuje na rosnące zainteresowanie 

badaczy możliwością monitorowania procesów zachodzących na powierzchni sensora w czasie 

rzeczywistym oraz wykorzystania metod immobilizacji w oparciu o powinowactwo 

biologiczne.  

W publikacji P1 podsumowano główne ograniczenia w zastosowaniu immunosensorów 

SPR do diagnostyki medycznej. Jest to m.in. adsorpcja składników złożonych matryc 

biologicznych, które mogą negatywnie wpływać na wiarygodność uzyskiwanych wyników. 

Wartym podkreślenia wnioskiem jest również fakt, iż stabilność chemiczna oraz powtarzalność 

procesu wytwarzania warstw receptorowych ciągle pozostają wyzwaniami technologicznymi, 

które mogą negatywnie wpływać na wiarygodność i odtwarzalność uzyskiwanych wyników. 

Te wyzwania pozostają również aktualne względem innych rodzajów immunotestów                        

czy sensorów działających w formacie detekcji multiplex, co podkreśla uniwersalny charakter 

przedstawionej problematyki. Aby sprostać tym wyzwaniom, konieczne jest rozwijanie 

nowatorskich metod wytwarzania i charakteryzacji warstw immunoreceptorowych, co stało się 

podstawą badań nad metodą kontroli ich jakości, opisanych w artykule P3. Z kolei propozycja 

odpowiedzi na wspominane wyzwania związane z niespecyficzną adsorpcją składników próbek 

klinicznych i wydajnością procesu immobilizacji przedstawione zostały w publikacji P4. 
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W pracy przeglądowej P1 podkreślono, że spośród metod wykorzystujących 

powinowactwo biologiczne, DDI wyróżnia się możliwością precyzyjnej kontroli gęstości 

powierzchniowej białek na powierzchni. Ponadto, strategia ta umożliwia efektywną regenerację 

warstw kotwiczących poprzez zniszczenie dupleksów DNA-DNA stanowiących główny 

mechanizm kotwiczenia receptorów białkowych. Z uwagi na wspomniane zalety strategia DDI 

została wybrana do dalszych badań, opisanych w artykule P2.  

Należy w tym miejscu podkreślić jednak fakt, że w istniejących doniesieniach 

literaturowych podejmujących temat wytwarzania białkowych warstw receptorowych                           

z wykorzystaniem DDI stosunkowo niewielką uwagę przykłada się do optymalizacji składu 

warstwy kotwiczącej koniugaty DNA-białko (typowo monowarstwy mieszanej zawierającej 

sondy ssDNA i czynnik blokujący powierzchnię, tzw. „wypełniacz”) oraz oczyszczania 

uzyskanych koniugatów DNA-białko z nadmiaru reagentów, w szczególności niezwiązanych 

nici DNA. W obliczu doniesień wskazujących na stosunkowo niewielką wydajność sprzęgania 

nici DNA z grupami aminowymi białka, a co za tym idzie konieczność stosowania nadmiaru 

DNA w reakcji koniugacji, jego obecność może stanowić istotny, acz jak dotąd niezauważony 

problem wpływający negatywnie na efektywność wiązania koniugatów przez warstwę 

kotwiczącą [158]. Zbadanie literatury przedmiotu przedstawione w pracy P1 umożliwiło 

dostrzeżenie niszy badawczej, jaką jest ulepszenie metodologii wytwarzania białkowych 

warstw receptorowych z wykorzystaniem DDI. Spostrzeżenie to stanowiło również asumpt                           

do sformułowania i późniejszej weryfikacji hipotezy badawczej dotyczącej możliwości 

poprawy gęstości powierzchniowej receptorów białkowych, a tym samym czułości 

immunosensorów konstruowanych w oparciu o DDI, poprzez optymalizację składu warstwy 

kotwiczącej oraz wykorzystanie odpowiednio oczyszczonych koniugatów DNA-białko                       

o preferowanej stechiometrii 1:1. 

Zgodnie z przyjętymi celami badawczymi, przegląd literatury w artykule P1 stanowił 

niezbędne wprowadzenie do badań nad projektowaniem białkowych warstw receptorowych, 

ukierunkowując je na wybór bardziej zaawansowanych strategii immobilizacji i wskazując               

na potrzebę optymalizacji parametrów tego procesu. 
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3.2 Badania nad  warstwami receptorowymi w oparciu o hybrydyzację DNA jako 

fundament rozwoju adaptowalnych platform multipleksowych [P2] 

 

Mając na uwadze sformułowany cel niniejszej rozprawy doktorskiej, jakim  było 

opracowanie adaptowalnych białkowych warstw receptorowych przeznaczonych                              

do multipleksowej detekcji biomarkerów związanych z zakażeniami wirusowymi, praca P2 

odgrywa kluczową rolę w jego realizacji. Opisane w niej badania koncentrują się                                    

na szczegółowym zrozumieniu procesów towarzyszących immobilizacji białek za pomocą 

kotwic DNA oraz ich optymalizacji na potrzeby konstrukcji nowoczesnych platform 

diagnostycznych opartych na tej technologii. 

Przeprowadzone badania miały na celu między innymi weryfikację hipotezy badawczej 

dotyczącej wpływu stechiometrii i czystości koniugatów białko-DNA na wydajność ich 

immobilizacji na warstwach kotwiczących pokrytych sondami zbudowanymi z jednoniciowych 

kwasów nukleinowych. W pierwszym etapie badań opisanych w artykule P2 skoniugowano 

dwa rodzaje modelowych receptorów – białko nukleokapsydu wirusa SARS-CoV-2                         

oraz przeciwciało przeciwko ludzkiemu białku C-reaktywnemu – z kotwicami DNA,                             

a następnie przeprowadzono oczyszczenie mieszaniny poreakcyjnej za pomocą chromatografii 

jonowymiennej. Metoda ta wykorzystuje różnice w czasach retencji składników mieszaniny 

uzyskanej po koniugacji, które wynikają z innych ładunków rozdzielanych biomolekuł. Dzięki 

chromatograficznemu oczyszczaniu udało się oddzielić niepożądane komponenty pozostające 

w mieszaninie reakcyjnej po reakcji sprzęgania (Rysunek 1 w publikacji P2 oraz Rysunek S1 

w suplemencie do tego artykułu), takie jak wolne, nieskoniugowane białka oraz DNA. Wpływ 

stopnia oczyszczenia koniugatów DNA-przeciwciało na kinetykę procesu DDI został zbadany 

przy użyciu SPR, a sensogramy będące wynikiem przeprowadzonych analiz zestawiono                     

na Rysunku 2 artykułu P2. Krzywe asocjacji (wynikające z hybrydyzacji kotwic DNA                          

z komplementarnymi sondami unieruchomionymi na powierzchni chipa) zarówno wolnego 

DNA, jak i koniugatów białkowych przed i po oczyszczaniu chromatograficznym, 

przedstawione na Rysunek 2A potwierdzają hipotezę, iż niepożądane komponenty mieszaniny 

w znaczący sposób zakłócają proces immobilizacji receptorów białkowych. Charakter 

oddziaływania nieoczyszczonych koniugatów z warstwą jest zbliżony do oddziaływania 

wolnego DNA, co wynika z dużego stężenia tej niewielkiej biocząsteczki w roztworze                            

i przypuszczenia, iż jej przyłączanie jest faworyzowane kinetycznie względem wiązania dużych 

struktur DNA-białko. Przypuszczenie to znalazło dodatkowe potwierdzenie w wyznaczonych 
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stałych kinetycznych charakteryzujących oba wspomniane oddziaływania  (Rysunki 2B i 2C 

oraz Rysunek S3 w suplemencie publikacji P2). Oddziaływanie kotwic z wolnym DNA 

cechowała zarówno wyższa szybkość asocjacji (ka = 1,51 · 105 M-1 · s-1) oraz niższa stała 

dysocjacji kompleksu (KD = 1,95 mM) w porównaniu do parametrów opisujących wiązanie 

koniugatu DNA-przeciwciało (odpowiednio ka = 1,13 · 105 M-1 · s-1 i KD = 5,19 nM). Wnioski 

z tych doświadczeń jednoznacznie wskazują na potrzebę dokładnego oczyszczania mieszaniny 

poreakcyjnej z niezwiązanych nici DNA.  

W toku dalszych badań nad poprawą efektywności i stabilności wiązania koniugatów 

DNA-białko przez warstwy kotwiczące w strategii DDI  porównano różne rodzaje sond 

oligonukleotydowych unieruchomionych na powierzchni złota na drodze chemisorpcji,                       

w tym klasyczne DNA oraz jego analogi, tj. PNA (z ang. peptide nucleic acid) i ZNA® (z ang. 

zip nucleic acid) (Rysunek 3 w publikacji P2). W przypadku PNA standardowy szkielet 

cukrowo-fosforanowy został zastąpiony neutralnym chemicznie łańcuchem poliamidowym 

(polimerem opartym na N-(2-aminoetylo)glicynie), natomiast w ZNA oligonukleotydy                       

są sprzężone z kationowymi jednostkami sperminy. Obie modyfikacje miały na celu 

zmniejszenie odpychania elektrostatycznego pomiędzy komplementarnymi nićmi kwasów 

nukleinowych, co by potencjalnie zwiększyło stabilność uzyskanych dupleksów. 

Przeprowadzone badania efektywności hybrydyzacji immobilizowanych analogów z DNA                

w roztworze ujawniły, że ZNA® pozwala osiągnąć  blisko dwukrotnie wyższą efektywność 

hybrydyzacji w porównaniu do klasycznych sond DNA, podczas gdy w przypadku PNA                   

nie obserwowano wiązania komplementarnej sekwencji (Rysunek 3B w publikacji P2).  

Bazując na wynikach pomiarów ζ-potencjału powierzchni wskazujących na odmienny 

ładunek powierzchniowy warstw kotwiczących zawierających sondy DNA i ZNA® 

(odpowiednio -38,2 mV dla DNA i +47,8 mV dla ZNA®) wysnuto hipotezę, że zastosowanie 

kationowej warstwy ZNA® może korzystnie wpływać na stabilność dupleksów z DNA, a tym 

samym na stabilność koniugatów białek receptorowych unieruchomionych w wyniku DDI. 

Wykorzystując  technikę SPR sprawdzono prawdziwość takiego założenia (Rysunek 5                       

w publikacji P2). Co jednak zaskakujące, poza wcześniej zaobserwowaną, wyższą wydajnością 

tworzenia dupleksu ZNA®-DNA, nie zaobserwowano podwyższonej stabilności tego typu 

hybryd względem klasycznych hybryd DNA-DNA w warunkach niskiej siły jonowej. 

Podsumowanie badań dotyczących typów sond oligonukleotydowych, w tym efektywności 

unieruchamiania sond, wpływu analogów na tworzenie dupleksów, koszt syntezy analogów,              
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a także ich wpływ na ładunek powierzchni zostało zawarte w Tabeli S2 suplementu publikacji 

P2. Wnioski z niej płynące wskazują na zauważalnie wyższą efektywność hybrydyzacji sond 

ZNA w porównaniu do klasycznych sond DNA, przy jednocześnie znacząco wyższych 

kosztach ich syntezy. W obliczu braku istotnych zalet z punktu widzenia stabilności dupleksów 

ZNA®-DNA, w szczególności braku odporności na obniżoną siłę jonową roztworu                            

(co pozwoliłoby obniżyć wymagania względem składu buforów stosowanych w konstrukcji 

immunotestów w oparciu o DDI, m. in. na etapach przemywania), w dalszych badaniach 

wykorzystywano warstwy kotwiczące zawierające sondy DNA. 

Kolejnym krokiem w kierunku optymalizacji składu warstw kotwiczących do DDI               

był dobór odpowiedniego czynnika wypełniającego. W tym celu porównano trzy polarne 

ligandy różniące się wielkością i elastycznością strukturalną, tj. 6-merkaptoheksanol                       

oraz tiolowane pochodne poli(glikolu etylenowego) o ciężarze cząsteczkowym odpowiednio 

800 i 3000 Da. Odpowiedzi SPRi zestawione na Rysunku 6 w artykule P2 wskazują, iż PEG            

o ciężarze cząsteczkowym 800 Da działa skutecznie jako czynnik zabezpieczający przed 

niespecyficzną adsorpcją białka obecnego we wprowadzonej do układu próbce oraz generuje 

mniejsze przeszkody steryczne podczas procesu wiązania DNA w porównaniu z PEG o ciężarze 

3 kDa. Jednocześnie sprawdzono również wpływ gęstości powierzchniowej sond                                   

na uzyskiwane sygnały SPR pochodzące od hybrydyzacji z DNA. W celu uzyskania warstw 

kotwiczących o różnych gęstościach powierzchniowych sond DNA, były one 

współimmobilizowane z tiolowanym PEG-800 jako środkiem rozcieńczającym w różnych 

stosunkach molowych. Wnioski z doświadczenia zilustrowanego na Rysunku 6F wskazują,             

że „rozcieńczona” warstwa uzyskana przez koadsorpcję sondy DNA z PEG-800 w stosunku 

molowym 1:4 wykazywała o ponad 120% lepszą zdolność wiązania komplementarnej nici 

DNA niż analogiczna warstwa utworzona przez „nierocieńczoną” sondę.  

Celem sprawdzenia, czy warstwa kotwicząca o uprzednio zoptymalizowanym składzie 

zapewnia odpowiednie warunki do wydajnego i specyficznego unieruchomienia koniugatów 

DNA-przeciwciało poprzez DDI, przeprowadzono sekwencyjne doświadczenie w ramach 

którego unieruchomiono początkowo wolną nić DNA, a następnie koniugaty białko-DNA a oba 

procesy były zakończone regeneracją z wykorzystaniem 50 mM roztworu NaOH (Rysunek 7 

w publikacji P2). Wykazano wysoką skuteczność regeneracji, zarówno na etapie zerwania 

wiązań w dupleksie DNA, jak i usunięcia powstałych immunokompleksów po etapie 

immunoznakowania zaimmobilizowanych koniugatów białek receptorowych. Z kolei brak 
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obserwowanych zmian sygnału SPRi w obszarach stanowiących referencję świadczy                            

o wysokiej selektywności immobilizacji (ograniczonej wyłącznie do wcześniej 

przygotowanych pól testowych zawierających komplementarne sondy DNA), jak również 

wskazuje na brak adsorpcji niespecyficznej białka receptorowego. Wnioski te wskazują                     

na możliwość wykorzystania opracowanego w ramach badań protokołu unieruchamiania 

receptorów białkowych poprzez  DDI również w warunkach przepływowych.  

Podsumowując, badania opisane w pracy P2 dowiodły, iż  szczegółowa analiza szeregu 

parametrów, takich jak czystość koniugatów białkowych, rodzaj i gęstość powierzchniowa 

sond DNA oraz rodzaj czynnika wypełniającego wykazują istotny wpływ na efektywność 

wiązania przez warstwę kotwiczącą koniugatów DNA-białko. Opisane powyżej innowacje 

wprowadzone do  procedur immobilizacji stanowią nową wiedzę, ważną z punktu widzenia 

dalszego rozwoju zaawansowanych platform diagnostycznych w oparciu o DDI.  

 

3.3 Nieniszcząca metoda kontroli jakości białkowej warstwy receptorowej w formacie 

mikromacierzy SPRi [P3] 

 

We wstępie literaturowym artykułu P3, jak również szerzej we wprowadzeniu niniejszej 

Rozprawy (podrozdział 1.2.3) nakreślono potrzebę poszukiwania metod kontroli jakości 

białkowych warstw receptorowych w formatach mikromacierzowych wytwarzanych                            

w procesach immobilizacji ex situ. Podkreślono, że brak dokładnych i nieinwazyjnych narzędzi 

do oceny takich warstw stanowi ograniczenie z punktu widzenia ich rutynowego stosowania.  

W części doświadczalnej artykułu P3 zaprezentowano wyniki badań nad 

zaproponowanym nowatorskim podejściem do kontroli jakości warstw receptorowych                        

w systemach SPRi, które wykorzystuje odwracalne znakowanie powierzchniowo 

unieruchomionych białek barwnikami anionowymi. Wstępna selekcja barwników, polegająca 

na zbadaniu kinetyki ich wiązania z zaimmobilizowanym na powierzchni przeciwciałem 

króliczym za pomocą SPRi, wykazała, że z puli badanych sześciu barwników jednynie Ponceau 

S (PS), czerń amidowa 10B (Amido Black 10B, AB) oraz błękit brylantowy G-250 (Coomassie 

Brilliant Blue G-250, CBB-G) wykazują zdolność do odwracalnego wiązania z białkiem 

(Rysunki S1 i S2 suplementu artykułu P3).  

Schemat przyjętej procedury badawczej zilustrowany na Rysunku 1A obejmuje                      

w pierwszym etapie unieruchomienie modelowych białek – transferyny i przeciwciała 

króliczego klasy IgG – przy użyciu klasycznego SPR na powierzchni złotego przetwornika. 
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Proces ten pozwolił na monitorowanie procesu immobilizacji w czasie rzeczywistym                     

oraz wyznaczenie gęstości powierzchniowej zaimmobilizowanych białek. Korzystając                        

z Równania 1 przedstawionego w publikacji P3, wiążącego zmianę kąta rezonansowego i ilość 

zasocjowanej na powierzchni masy, możliwe było każdorazowo dokładne określenie gęstości 

powierzchniowej zaimmobilizowanych receptorów. Przetwornik z unieruchomionymi 

receptorami o znanej gęstości powierzchniowej przenoszono następnie do aparatu SPRi,             

gdzie prowadzano dalsze badania nad ich odwracalnym znakowaniem za pomocą barwników. 

Sensogram różnicowy SPRi pokazany na Rysunku 1C ilustruje odwracalność oddziaływania 

wybranych barwników anionowych z przeciwciałem króliczym unieruchomionym                               

na powierzchni. Obraz CCD uchwycony przed i po znakowaniu potwierdza możliwość 

wizualizacji receptorów na powierzchni i niespecyficzny charakter oddziaływań barwników               

z białkami (zarówno przeciwciałami, jak i antygenami). Z kolei brak zauważalnej zmiany 

sygnału SPRi dla stref w których nie zostało zaimmobilizowane białko świadczy o braku 

oddziaływań między barwnikami a podłożem, co potwierdza selektywność wybranych 

znaczników względem białek. Jako alternatywną metodę kontroli jakości białkowych warstw 

receptorowych w przedstawionych badaniach wybrano specyficzne znakowanie białek za 

pomocą odpowiednio dobranych względem nich przeciwciał (Rysunek S1B w publikacji P3). 

W kolejnym etapie prac skupiono się na optymalizacji metody celem uzyskania 

możliwie wysokiej czułości znakowania za pomocą wybranych barwników. Rysunek 2A                 

w publikacji P3 ilustruje wpływ pH medium na czułość odpowiedzi SPRi dla PS, AB oraz 

CBB-G. Zaobserwowano, że najbardziej efektywne wiązanie wszystkich trzech barwników 

zachodzi w środowisku kwaśnym, zaś za optymalne dla PS i CBB-G przyjęto pH 2,0 (bufor 

glicyna-HCl) z kolei w przypadku AB – pH 4,0 (bufor octanowy). Celem dokładniejszego 

poznania mechanizmu oddziaływania barwnik-białko w poszczególnych przypadkach, zbadano 

wpływ siły jonowej (stężenia NaCl) na odpowiedzi SPRi dla AB oraz CBB-G (Rysunek 2B). 

W przypadku czerni amidowej, wraz ze wzrostem stężenia soli zaobserwowano istotny spadek 

czułości znakowania, co potwierdziło kluczową rolę oddziaływań elektrostatycznych                           

w wiązaniu tego barwnika z białkami. W przypadku błękitu brylantowego, którego wiązanie 

opiera się głównie na oddziaływaniach hydrofobowych, zmiana siły jonowej nie miała tak 

znaczącego wpływu na czułość odpowiedzi.  

Jako, że opracowana metoda mapowania białek powierzchniowych powinna być 

nieniszcząca dla unieruchomionych receptorów, w toku dalszych badań oceniono wpływ 
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oddziaływania roztworu barwnika na zachowanie zdolności immobilizowanego białka                        

do tworzenia immunokompleksów oraz ogólną stabilność warstwy receptorowej. Jest to o tyle 

istotne, że sam proces znakowania za pomocą PS i CBB-G jest prowadzony w roztworze                       

o niskim pH, typowo stosowanym do regeneracji białkowych warstw receptorowych (bufor 

glicyna-HCl, pH 2,0). Na Rysunku 3 w publikacji P3 przedstawiono analizę zmian odpowiedzi 

biosensora SPRi na przestrzeni sześciu cykli, w ramach których nastrzyki roztworu CBB-G 

poprzedzane były specyficznym immunoznakowaniem jednego z białek receptorowych 

(króliczego IgG). Pomiędzy specyficznym i niespecyficznym znakowaniem wprowadzono 

etapy regeneracji warstwy. W przypadku obu modelowych białek można zauważyć, że warstwa 

receptorowa tylko nieznacznie traci swoją zdolność wiązania. Zarówno w przypadku 

immunoznakowania, jak i oddziaływania z barwnikiem, zauważono niewielkie spadki 

odpowiedzi (w obu przypadkach spadki po 6 cyklu nie przekraczały 30% względem 

wyjściowego sygnału). Te zmiany zostały przypisane naturalnemu, stopniowemu procesowi 

degradacji i desorpcji warstwy. Rezultaty badań wykazały, że nastrzyki roztworu barwnika 

CBB-G w buforze o pH 2,0 nie wywołują istotnej degradacji czy utraty aktywności 

immobilizowanych kowalencyjnie receptorów białkowych, co potwierdza nieniszczący                  

dla warstwy receptorowej charakter proponowanej metody kontroli jakości.  

Zbadano także korelację między sygnałem SPRi uzyskanym w wyniku oddziaływania 

barwnik-białko a gęstością powierzchniową receptorów. Pozwoliło to na ocenę użyteczności 

metody pod kątem analiz ilościowych. Wykresy przedstawiające uzyskane zależności                       

dla znakowania transferyny i IgG za pomocą trzech wybranych barwników oraz dla 

immunoznakowania (jako metody referencyjnej) zostały przedstawione  na Rysunku 4                       

w publikacji P3. Analiza uzyskanych wyników wykazała, że dla wszystkich trzech badanych 

barwników, a także dla mapowania z wykorzystaniem przeciwciał, możliwe jest wyznaczenie 

w określonych zakresach liniowej zależności opisującej relację odpowiedzi SPRi i gęstości 

powierzchniowej białek. Zdecydowanie najwyższą czułość ilościowego oznaczenia białek 

powierzchniowych (odpowiednio 6,6 RU/ng · mm-2 dla IgG i 4,4 RU/ng · mm-2                                     

dla transferyny) uzyskano przy pomocy  znakowania CBB-G. Należy jednak zwrócić uwagę, 

że uzyskane różnice w czułościach względem obydwu białek w przypadku znakowania danym 

rodzajem barwnika wskazują na konieczność wstępnej kalibracji metody na potrzeby analiz 

ilościowych. Uzyskane wyniki potwierdziły hipotezę, że przedstawiona metoda może być 

stosowana do ilościowej oceny gęstości powierzchniowej unieruchomionych receptorów.  
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W toku dalszych badań wstępnie zweryfikowano potencjał zastosowania opracowanej 

metody do mapowania białek unieruchomionych na komercyjnym podłożu CMD. Podłoże 

takie, w przeciwieństwie do wcześniej badanych monowarstw na powierzchni Au stanowi 

trójwymiarową matrycę umożliwiającą uzyskanie znacząco wyższych gęstości 

powierzchniowych unieruchomionych białek, co opisywano szerzej w publikacji P1.                 

Dzięki temu podłoża CMD stanowią złoty standard w analizach białek za pomocą techniki SPR. 

Rysunek 5 w publikacji P3 przedstawia zależność sygnału SPRi uzyskanego w wyniku 

oddziaływania barwnik-białko (Rysunek 5A dla króliczego IgG, Rysunek 5B dla transferyny) 

lub immunoznakowania tych receptorów zaimmobilizowanych na slajdzie CMD.                                 

Do immobilizacji wykorzystano roztowry białek o stężeniach: 100 μg/ml - oznaczone jako 

stężenie wysokie (H) lub 5 μg/ml - oznaczone jako stężenie niskie (L). Aby dokładniej ocenić 

ilościowe zależności, obliczono stosunki sygnału SPRi uzyskane dla tych dwóch stężeń dla 

każdego z białek. Przyjęto, że im bliższy jest stosunek odpowiedzi SPRi do stosunku gęstości 

powierzchniowych uzyskanych w wyniku kowalencyjnej immobilizacji w warunkach 

przepływowych, tym dokładniej dany barwnik odzwierciedla przedstawione korelacje.  

Wartości uzyskanych współczynników opisujących relacje pomiędzy sygnałem                         

a gęstością powierzchniową białka podsumowane w Tabeli 1 w publikacji P3 jednoznacznie 

wskazują, że proporcje pomiędzy różnymi gęstościami powierzchniowymi białek na slajdzie 

CMD zdecydowanie najlepiej odwzorowuje ich znakowanie za pomocą barwnika PS. 

Przypuszczalnym wytłumaczeniem obserwowanego zjawiska jest bardzo szybka kinetyka jego 

asocjacji, skutkująca łatwością wysycenia dostępnych miejsc wiążących w strukturze białek, 

nawet w przypadku ich dużego upakowania na powierzchni. Uzyskane rezultaty stanowią 

przesłankę świadczącą o dużej uniwersalności zaproponowanej metody, jednak jej 

implementacja do kontroli jakości białkowych warstw receptorowych uzyskiwanych na innych 

podłożach wymaga dalszych, bardziej szczegółowych badań. 

Końcowym etapem walidacji opracowanej metody była ocena użyteczności                                 

w zastosowaniach mikromacierzowych. W tym celu przygotowano platformę o architekturze 

mikromacierzy na chipie SPRi z unieruchomionymi ex-situ transferyną oraz przeciwciałem 

króliczym w postaci pól testowych o zróżnicowanej gęstości powierzchniowej. Różnice                     

te osiągnięto poprzez nanoszenie różnych stężeń białek (od 2 do 200 μg/ml) na wspólne 

podłoże. Na Rysunku 6A w publikacji P3 przedstawiono zależności pomiędzy rejestrowanymi 

zmianami sygnałów SPRi w wyniku oddziaływania barwnik-białko (lub immunoznakowania 
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jako metody referencyjnej), a stężeniami receptorów użytych do immobilizacji. Ich analiza 

potwierdziła, że każdy z trzech wybranych do badań barwników umożliwia wizualizację,                     

a także (w określonych zakresach, dla których zaobserwowano liniowe odpowiedzi) również 

ilościową ocenę gęstości powierzchniowej białek receptorowych unieruchomionych                            

na powierzchni CMD. Brak obserwowanych zmian sygnału dla pól testowych                                        

bez zaimmobilizowanego białka oraz możliwość wizualizacji obu białek w jednym 

doświadczeniu potwierdzają dodatkowo pożądany, niespecyficzny charakter oddziaływania 

barwnik-białko. Wspomniane zalety stanowią przewagę proponowanego rozwiązania                     

nad immunoznakowaniem. 

Podsumowując, badania opisane w artykule P3 dowodzą, że odwracalne znakowanie 

barwnikami anionowymi jest skuteczną i nieniszczącą metodą kontroli jakości białkowych 

warstw receptorowych w systemach SPRi. Wykorzystanie niespecyficznego znakowania 

umożliwia szybką wizualizację receptorów oraz ilościową ocenę ich gęstości powierzchniowej. 

Opracowana metodyka, będąca najważniejszym osiągnięciem opisanym w tej publikacji, jest 

nowatorskim narzędziem wspierającym rozwój platform biosensorycznych w układach 

mikromacierzowych. 

W tym miejscu chciałabym wspomnieć, że badania dotyczące wykorzystania 

barwników anionowych do mapowania białkowych warstw receptorowych biosensorów SPRi 

w formacie multiplex były kontynuowane. Prace te ukierunkowano na sprawdzenie możliwości 

adaptacji opracowanej metodyki do charakteryzacji warstw receptorowych uzyskanych innymi 

metodami, ze szczególnym uwzględnieniem immobilizacji z wykorzystaniem powinowactwa 

biologicznego. Pokazano, że jest możliwe zastosowanie wybranych barwników do kontroli 

jakości warstw receptorowych bazujących na metodzie DDI (opracowanych w ramach 

publikacji P2) oraz z wykorzystaniem powinowactwa kaptawidyna-biotyna. Potwierdzono 

również, że znakowanie białek anionowymi barwnikami (na przykładzie CBB-G)  może zostać 

skutecznie wykorzystane do kontroli gęstości powierzchniowej białek receptorowych 

unieruchomionych kowalencyjnie na podłożach karboksylowanych o zróżnicowanych 

architekturach powierzchni. Wyniki zebrano i przedstawiono w manuskrypcie o roboczym 

tytule „Practical and Mechanistic Insights into Receptor Layer Quality Control in Label-free 

SPRi Biosensors Using Click-Biology Approaches”, który jest obecnie na końcowym etapie 

przygotowania i nie może być włączony do cyklu publikacji będących podstawą przedłożonej 

rozprawy doktorskiej. 
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3.4 Platformy immunoenzymatyczne skonstruowane na bazie elastycznych podłoży 

PET i reaktywnych kopolimerów [P4] 

 

W tym etapie prac badawczych skoncentrowano się na opracowaniu elastycznych 

immunoplatform kompatybilnych z formatem multiplex w oparciu o znakowanie 

enzymatyczne. Punkt wyjścia stanowić miały funkcjonalizowane reaktywnymi kopolimerami 

folie PET, zaś celem było uzyskanie zminiaturyzowanych, elastycznych podłoży testowych               

do wykrywania różnych klas i podklas immunoglobulin w surowicy pacjentów pod kątem 

diagnostyki zakażeń SARS-CoV-2.  Wyzwanie badawcze podjęte w artykule P4 wpisuje się w 

aktualne trendy diagnostyki medycznej, łącząc rozwój mikroobjętościowych testów ELISA               

z możliwościami miniaturyzacji i integracji z platformami typu lab-on-a-foil. 

Prekursory do wytwarzania warstw reaktywnych kopolimerów pozyskano w ramach 

współpracy naukowej z instytutem SCITEC w Mediolanie (grupa badawcza prof. Marcelli 

Chiari). Reaktywne kopolimery zawierały w swojej strukturze odpowiednie grupy funkcyjne 

(odpowiednio: - estry N-hydroksysukcynimidowe w polimerze MCP-2 oraz grupy azydkowe 

w polimerze Copoly Azide), co umożliwiało kontrolowaną immobilizację cząsteczek 

posiadających w strukturze grupy aminowe i reszty dibenzocyklooktynowe (DBCO) [159]. 

Struktura i szczegółowy skład kopolimerów wykorzystanych w badaniach oraz mechanizm 

immobilizacji cząsteczek na ich powierzchni zostały przedstawione na Rysunku S1                              

w suplemencie publikacji P4.  

Multipleksowe platformy diagnostyczne powinny umożliwiać wykrywanie różnych 

przeciwciał przeciwko wybranym antygenom. W związku z tym, badania rozpoczęto                          

od selekcji antygenu wirusa SARS-CoV-2, w ramach której stwierdzono, że platformy 

wykorzystujące nukleoproteinę (NP) lub domenę wiążącą receptor (RBD) jako receptory 

białkowe, oferują zbliżoną i wysoką czułość  immunotestów serologicznych. Z uwagi                          

na omawianą szerzej we wstępie literaturowym (podrozdział 1.1.1 Biomarkery zakażeń 

wirusowych) immunogenność oraz wysoki poziom ekspresji NP, białko to zostało ostatecznie 

wybrane do dalszych badań jako modelowy antygen. 

Aby ocenić wpływ rodzaju podłoża i sposobu immobilizacji antygenu na czułość 

serologicznych testów immunologicznych oraz niespecyficzną adsorpcję składników surowicy, 

porównano różne materiały polimerowe w roli podłoży immunotestów. Podczas 

eksperymentów zaobserwowano, iż w przypadku unieruchamiania rekombinowanych 

antygenów podłoże i metoda ich immobilizacji mają o wiele większy wpływ na uzyskiwaną 
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czułość immunotestu niż w przypadku immobilizowanych przeciwciał (Rysunek 1, P4). 

Dlatego tym bardziej zasadne wydało się poszukiwanie rozwiązań pozwalających na uzyskanie 

stabilnego i efektywnego dowiązania białek do różnych podłoży, w tym materiałów 

elastycznych i cienkowarstwowych kompatybilnych z technologiami mikrofluidycznymi.                

W odpowiedzi na sformułowany problem badawczy, do opracowania miniaturowych platform 

do testów immunoenzymatycznych wykorzystano podłoża z folii PET modyfikowane warstwą 

kopolimeru MCP-2 reaktywnego względem grup aminowych białek.  

Potwierdzono przewagę kowalencyjnej immobilizacji na podłożu PET 

modyfikowanym MCP-2 nad pasywną adsorpcją, wykazując wyższą czułość testu 

serologicznego w obu stosowanych strategiach znakowania – pośrednim i bezpośrednim 

(Rysunek 2, P4). Format pośredni dodatkowo pozwolił na uzyskanie przeciętnie o ponad 30% 

wyższych sygnałów dla tej samej próbki surowicy zawierającej przeciwciała IgG przeciwko 

nukleoproteinie SARS CoV-2, dzięki dodatkowej amplifikacji sygnału przez koniugat 

przeciwciała drugorzędowego.  

Kolejnym etapem badawczym było zastosowanie immunoplatformy PET opartej                   

na MCP-2 do analizy ilościowej. Przedstawione na Rysunku 3 w artykule P4 zależności 

zarejestrowanych sygnałów w funkcji rozcieńczeń surowicy (3A) oraz stężeń przeciwciała 

monoklonalnego przeciwko białku N SARS CoV-2 (3B) w obu przypadkach cechują szerokie 

zakresy zarówno dynamicznej, jak i liniowej odpowiedzi. Stanowi to dowód, iż platformy 

skonstruowane na foliach PET pokrytych MCP-2 dają możliwość ilościowej analizy próbek 

pod kątem zawartości przeciwciał anty-SARS-CoV-2. Dodatkowo, na podstawie krzywej 

kalibracyjnej (Rysunek 3B) wyznaczono parametry analityczne testu w formacie 

bezpośrednim i uzyskano odpowiedź liniową w zakresie stężeń 5-200 ng/ml komercyjnych 

mysich przeciwciał monoklonalnych anty-SARS-CoV-2, przy dolnej granicy wykrywalności 

wynoszącej 2,73 ng/ml.  

W celu weryfikacji użyteczności diagnostycznej, immunoplatforma na podłożu PET 

została zastosowana najpierw do wykrywania podklas przeciwciał IgG (IgG1, IgG2, IgG3                      

i IgG4) w surowicy pacjenta z potwierdzonym COVID-19, a następnie do przetestowania 28 

próbek surowicy od pacjentów z dodatnim i ujemnym wynikiem testu na COVID-19 pod kątem 

zawartości specyficznych przeciwciał klas IgG i IgA (Rysunek 4 w publikacji P4). 

Przedstawione wykresy pokazują, że dla obu wykrywanych klas specyficznych przeciwciał 

uzyskane sygnały (wartości absorbancji) dla surowic dodatnich są znacznie wyższe niż                    

dla próbek ujemnych, przekraczając przyjętą wartość odcięcia (stanowiącą średnią z sygnałów 
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dla próbek ujemnych zwiększoną o podwojone odchylenie standardowe). Podstawowe 

parametry diagnostyczne testu dla klas IgA i IgG (Tabela 1, publikacja P4) określono                         

na podstawie wszystkich 28 próbek. Czułość w ujęciu diagnostycznym wyniosła 100% (14/14 

próbek pozytywnych poprawnie sklasyfikowanych), a swoistość 92,9% (1/14 próbek 

negatywnych błędnie sklasyfikowano jako pozytywną).  

Reasumując, dotychczas opisane badania w artykule P4 dotykają szeregu aspektów 

aplikacyjnych, dotyczących wytwarzania podłoży i konstruowania miniaturowych platform 

multipleksowych z detekcją immunoenzymatyczną. Niemniej jednak, zaproponowana 

metodyka kowalencyjnej immobilizacji z wykorzystaniem reaktywnego kopolimeru MCP-2, 

choć wykazuje istotne przewagi względem dotychczas wykorzystywanych rozwiązań, nie jest 

w stanie w pełni sprostać wyzwaniom wynikającym z różnorodności strukturalnej antygenów. 

Uzyskane wyniki potwierdziły wcześniejszą hipotezę dotyczącą konieczności poszukiwania 

bardziej uniwersalnych podejść do immobilizacji białek, tj. takich, które pozwalają                               

na efektywne unieruchomienie receptorów bez brania pod uwagę ich indywidualnej  budowy. 

Takim podejściem jest DDI, co zostało omówione w artykule P1 i P2.  

Na podstawie powyższych wniosków, jak również metodyki opisanej w publikacji P2 

postanowiono sprawdzić możliwość konstrukcji testu immunoenzymatycznego w formacie 

multipleksowym na folii PET w oparciu o metodę DDI.  

Do badań nad implementacją DDI na foliach PET wykorzystano reaktywny kopolimer 

Copoly Azide, który umożliwia reakcję typu „click chemistry” z biocząsteczkami 

posiadającymi grupy dibenzocyklooktynowe (DBCO). W ramach badań wstępnych 

potwierdzono selektywność  procesu kowalencyjnej immobilizacji modyfikowanych DBCO 

sond ssDNA na powierzchni reaktywnego kopolimeru Copoly Azide (Rysunek 5A, publikacja 

P4). Technika rezonansu plazmonów powierzchniowych z obrazowaniem (SPRi) umożliwiła 

śledzenie w czasie rzeczywistym oddziaływania komplementarnego DNA i koniugatów DNA-

białko z tak wytworzonymi warstwami kotwiczącymi. Badanie wykazało, że Copoly Azide 

skutecznie zapobiega niespecyficznej adsorpcji biomolekuł i umożliwia stabilne 

unieruchomienie sond DNA oraz immobilizację koniugatów DNA-białko poprzez 

hybrydyzację, co czyni ten kopolimer odpowiednim do zastosowania jako warstwę przejściową 

w procesie DDI na folii PET.  

Zarejestrowane zmiany sygnałów na skutek wiązania koniugatów DNA-białko 

widoczne na sensogramach SPRi (Rysunek 5B, publikacja P4) potwierdziły skuteczność 

immobilizacji obydwu modelowych białek receptorowych (nukleoproteiny oraz przeciwciał 
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przeciwko ludzkim IgG). Co szczególnie istotne, uzyskano gęstości powierzchniowe 

receptorów na bardzo podobnym poziomie, niezależnie od ich struktury, co stanowić miało 

jedną z hipotetycznych przewag metody DDI nad kowalencyjnym dowiązaniem.  

 Ostatnim elementem prac badawczych, ważnym z punktu widzenia celu niniejszej 

rozprawy, było przeniesienie strategii immobilizacji receptorów białkowych za pomocą 

hybrydyzacji kotwic DNA na podłoża PET kompatybilne z detekcją znacznikową. W celu 

weryfikacji poprawności działania skonstruowanego testu przeprowadzono ilościowy test 

serologiczny przy użyciu ludzkiej surowicy w różnych rozcieńczeniach (Rysunek 6A                           

w publikacji P4). W pierwszym kroku pozytywnie zweryfikowana została specyficzność 

wiązania analitów przez warstwę receptorową immobilizowaną poprzez DDI. 

Dalsze szczegółowe badania potwierdzające postulowany przebieg procesu  

immobilizacji poprzez DDI (Rysunek S3 w suplemencie publikacji P4) wykazały,                                

że unieruchomienie receptora białkowego na folii zmodyfikowanej Copoly Azide zachodzi 

prawie wyłącznie poprzez tworzenie dupleksu DNA-DNA. Potwierdza to fakt,                                         

iż nie zaobserwowano niespecyficznej adsorpcji koniugatów na podłożu pozbawionym 

komplementarnych sond oligonukleotydowych. Następne doświadczenie stanowiło 

weryfikację hipotezy badawczej dotyczącej możliwości tworzenia platform multipleksowych 

w oparciu o znakowanie immunoenzymatyczne przy pomocy metody DDI jako podstawowej 

strategii immobilizacji. Jednoczesna immobilizacja dwóch różnych receptorów białkowych 

pozwoliła na wykrywanie przeciwciał zarówno w próbkach syntetycznych zawierających 

przeciwciała IgG ze źródeł komercyjnych, jak i w próbkach rzeczywistych (Rysunek 6B                     

w publikacji P4). Co szczególnie ważne, niezależnie od składu matrycy próbki, w każdym                  

z przypadków obserwowano jedynie śladowy sygnał pochodzący z próbek kontrolnych.  

Wyniki zawarte w publikacji P4 dowodzą, że stanowiące główny element nowości                    

w niniejszej pracy folie PET funkcjonalizowane reaktywnymi kopolimerami w roli podłoży 

testów immunoenzymatycznych mogą stanowić ważne ogniwo w rozwoju nowoczesnych 

platform multipleksowych do diagnostyki serologicznej. Prostota procesu wytwarzania podłoży 

modyfikowanych kopolimerami akrylowymi z reaktywnymi grupami funkcyjnymi                            

(na przykładzie MCP-2 i Copoly Azide) oraz ich kompatybilność z różnymi metodami 

immobilizacji stanowi istotny aspekt sprzyjający opracowaniu nowoczesnych, przenośnych 

systemów diagnostycznych. Mogą one znaleźć zastosowanie zarówno w warunkach 

klinicznych, jak i systemach typu POCT. 
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Rozdział 4 

4. Podsumowanie 

Niniejsza rozprawa doktorska, będąca cyklem powiązanych tematycznie artykułów 

naukowych, przedstawia wyniki badań dotyczące projektowania nowoczesnych platform 

immunodiagnostycznych do multipleksowej detekcji biomarkerów związanych z zakażeniami 

wirusowymi. W ramach pracy przeprowadzono analizę dotychczas wykorzystywanych metod 

immobilizacji bioreceptorów i zdefiniowano kluczowe wyzwania z nimi związane                                 

w kontekście możliwości ich zastosowania w konstrukcji platform w formacie macierzy 

białkowych.  

Wykazano, że metoda DDI może zostać z powodzeniem wykorzystana                                        

do realizowanego w jednoetapowym procesie  unieruchamiania zróżnicowanych pod względem 

struktury białek, takich jak przeciwciała i antygeny rekombinowane. Udowodniono,                               

iż kluczowe znaczenie dla zapewnienia odpowiedniej gęstości powierzchniowej warstw 

immunoreceptorowych uzyskiwanych poprzez DDI miało zastosowanie oczyszczonych 

chromatograficznie koniugatów DNA-białko o kontrolowanej stechiometrii w roli receptorów. 

Badania potwierdziły, że dobór odpowiednich komponentów monowarstwy kotwiczącej,                    

w tym składników niereceptorowych takich jak wypełniacze powierzchni, wpływa na szereg 

parametrów związanych z jej funkcjonowaniem. Wybór jako wypełniacza pochodnej PEG                  

o ciężarze cząsteczkowym około 800 Da okazał się dobrym kompromisem pomiędzy 

zachowaniem przez warstwę zdolności wiązania koniugatów białko-DNA a zapewnieniem 

ochrony przed niespecyficzną adsorpcją białek. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem 

techniki SPR i SPRi udowodniły, iż DDI jako strategia immobilizacji pozwala na szybkie                      

i odwracalne unieruchomienie różnych białek receptorowych na powierzchni złota w formacie 

macierzowym. Zastosowanie powinowactwa biologicznego umożliwia również efektywną 

regenerację warstw receptorowych na skutek dysocjacji dupleksów kotwic DNA z koniugatami 

DNA-białko. 

Opracowana metoda mapowania i kontroli jakości białkowych warstw receptorowych 

za pomocą odwracalnego znakowania białek barwnikami anionowymi umożliwiła ilościową             

i jakościową charakteryzację warstw receptorowych w formacie mikromacierzy SPRi, 

zachowując aktywność biologiczną receptorów. Każdy z finalnie wytypowanych do tego celu 

barwników wykazywał unikatowe zalety, takie jak: wysoka czułość w przypadku Coomassie 
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G-250, łagodne warunki znakowania (pH 4,0) w przypadku czerni amidowej 10B oraz duża 

labilność kompleksu barwnik-białko, ułatwiająca jego szybkie odmycie z warstwy, 

obserwowana w przypadku Ponceau S. Wykazano, iż opracowane metody znakowania białek 

powierzchniowych są kompatybilne z różnymi podłożami typowo stosowanymi                                    

do kowalencyjnej immobilizacji białek na przetwornikach SPR (w tym z monowarstwami typu 

SAM i warstwami 3D z hydrożelu karboksymetylodekstranu). Należy podkreślić,                                 

że po odpowiedniej modyfikacji opracowane metody dają szansę ich stosowania również                    

w przypadku niekowalencyjnych strategii immobilizacji (takich jak DDI), co było obiektem 

dalszych badań, których wyniki nie zostały ujęte w niniejszej rozprawie.  

Zaprojektowano i przetestowano elastyczne immunoplatformy uzyskane                                        

z wykorzystaniem folii PET funkcjonalizowanych kopolimerami MCP-2 oraz Copoly Azide. 

Przeprowadzona za pomocą bezpośredniego immunoznakowania analiza porównawcza warstw 

receptorowych złożonych z immobilizowanych antygenów białkowych potwierdziła,                          

iż kowalencyjna immobilizacja białek na powierzchni folii PET pokrytej MCP-2 pozwala 

osiągnąć kilkukrotnie wyższe gęstości powierzchniowe receptorów w porównaniu do pasywnej 

adsorpcji, co przekłada się na większą stabilność warstwy receptorowej oraz redukcję 

niespecyficznych oddziaływań w testach serologicznych. Badania wykazały, że zastosowane 

polimery umożliwiają efektywną i stabilną immobilizację receptorów białkowych, zarówno             

w formacie znacznikowym (wykorzystującym znakowanie enzymatyczne),                                             

jak i bezznacznikowym (z detekcją SPR). Zaprojektowane platformy pozwoliły na skuteczną                                                 

i wiarygodną analizę różnych klas i podklas przeciwciał w surowicach pacjentów po przebyciu 

COVID-19. Na podstawie wyników analiz 28 próbek rzeczywistych stwierdzono,                                  

iż immunoplatformy PET cechują się 100% czułością diagnostyczną oraz 92,9% swoistością                          

w wykrywaniu przeciwciał anty-SARS-CoV-2, co potwierdza ich potencjał aplikacyjny                      

w diagnostyce serologicznej. Zaimplementowanie strategii DDI na elastycznych podłożach 

PET potwierdziło jej wszechstronność w kontekście detekcji multipleksowej. 

Zademonstrowano, iż elastyczne podłoża polimerowe w połączeniu z nowoczesnymi metodami 

immobilizacji i znakowania mogą być wykorzystane do rozwoju przenośnych testów 

diagnostycznych typu POCT, umożliwiających szybkie i skuteczne wykrywanie zakażeń 

wirusowych. 

Niniejsza praca dostarcza nowych rozwiązań w zakresie projektowania białkowych 

warstw receptorowych oraz wskazuje kluczowe czynniki wpływające na ich jakość                                  
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i funkcjonalność. Uzyskane wyniki stanowią solidny fundament do dalszych badań nad 

immunoplatformami zgodnymi z wymaganiami nowoczesnej diagnostyki multipleksowej                                

i systemów typu point-of-care. 

 

Najważniejsze osiągnięcia badawcze: 

• Wykazanie przewagi DDI nad klasycznymi metodami immobilizacji pod względem 

uniwersalności i łatwości unieruchamiania receptorów białkowych na różnych 

podłożach. 

• Opracowanie i optymalizacja metody DDI do unieruchamiania przeciwciał                                    

i rekombinowanych antygenów białkowych na podłożach złotych i polimerowych. 

• Zaprojektowanie nieniszczącej metody kontroli jakości warstw receptorowych, 

umożliwiającej mapowanie gęstości powierzchniowej białek w mikromacierzowych 

platformach SPRi. 

• Stworzenie immunoplatform na bazie folii PET funkcjonalizowanych reaktywnymi 

kopolimerami do diagnostyki serologicznej oraz wdrożenie strategii DDI                                   

na modyfikowanych podłożach PET w konstrukcji immunoplatform multipleksowych. 
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• S. Karoń, M. Drozd, E. Malinowska. “Development of functional receptor layers based 

on DNA-directed immobilization for the SPR immunosensing of viral infection 

biomarkers, 9th International Symposium on Sensor Science, Warszawa, czerwiec 2022, 

prezentacja posteru 

 

• M. Drozd, P. Ivanova, S. Karoń, A. Duszczyk, K. Tokarska, E. Malinowska. 

“Miniaturized Immunoplatforms Supporting the Diagnosis of Lung Cancer Biomarkers 

and Immunotherapies”, 9th International Symposium on Sensor Science, Warszawa, 

czerwiec 2022, współautorstwo posteru  

 

• S. Karoń, M. Drozd, E. Malinowska. “Analogues-directed immobilization                                 

in fabrication of microarrays for immunodiagnostic of viral infections, Sensors, Ateny, 

październik 2022, prezentacja posteru  

 

• M. Lelit, M. Słowikowski, M. Juchniewicz, B. Stonio, B. Michalak, K. Pavłov, M. 

Filipiak, M. Myśliwiec, P. Wiśniewski, K. P. Anders, S. T. Stopiński, A. Duszczyk, S. 

Karoń, R. B. Beck, R. Piramidowicz. „Functionalized photonic silicon-nitride-based 

integrated circuits operating in visible wavelengths for biosensing applications”,               

17th Conference Integrated Optics - Sensors, Sensing Structures and Methods, Szczyrk, 

luty 2023, współautorstwo prezentacji 

 

• M. Drozd, K. Tokarska, Z. Tylenda, S. Karoń, K. Żukowski, M. Pietrzak,                                  

E. Malinowska, Z. Brzózka. “Disposable, flexible microfluidic system for rapid, pre-

analytical separation of IgG antibodies from serum samples”, The 27th International 

Conference on Miniaturized Systems for Chemistry and Life Sciences (µTAS), 

Katowice, październik 2023, współautorstwo posteru  

 

• S. Karoń, K. Porycka, LDS Lapitan, M. Drozd, M. Pietrzak, E. Malinowska. 

„Nonspecific staining of protein receptor layers as a quality control method for                

SPRi-based multiplexed biosensing”, 4th International Electronic Conference                        

on Biosensors, konferencja online maj 2024, prezentacja posteru 
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• K. Porycka, S. Karoń, M. Drozd, K. Tokarska, K. Żukowski, E. Malinowska. 

“Development of the microfluidic Lab-on-a-Foil platform for pre-analytical separation 

of human IgG”, 4th International Electronic Conference on Biosensors, konferencja 

online maj 2024, współautorstwo posteru  

 

• K. Porycka, S. Karoń, M. Drozd, K. Tokarska, K. Żukowski,  E. Malinowska.                  

“A/G protein-based, microfluidic system for the small-scale, preparative separation               

of IgG from human serum”, STER Summer School of Redox Processes, Warszawa, 

czerwiec 2024, współautorstwo posteru  

 

• S. Pniewska, M. Drozd, LDS Lapitan, E. Malinowska. „Malinowska The development 

of customizable biosensing platforms for multiplex immunodetection of various 

infection-related biomarkers based on DNA-directed immobilization”,                                         

The 1st International Conference on AI Sensors and 10th International Symposium                         

on Sensor Science, Singapur, sierpień 2024, prezentacja ustna 

 

 

Nagrody 

 

• A. Duszczyk A., B. Bałamut, S. Karoń,  Lelit M., P. Rękas, A. Szymczyk. 

II miejsce w konkursie MedTech-Athon – inżynierowie dla medycyny                           

(wygrana grupowa), finansowanie w ramach programu                                                          

„Inicjatywa Doskonałości – Uczelnia Badawcza”, Warszawa, maj 2022 
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Wyjazdy naukowe 

 

• Trzymiesięczny wyjazd naukowy (kwiecień-czerwiec 2023) w ramach pogramu 

Mobility i NAWA STER do instytutu badawczego w Mediolanie - Instituto di Scienze 

e Tecnologie Chimiche CNR – SCITEC, grupa profesor Marcelli Chiari 

 

 

Rola Opiekuna Naukowego 

 

• Praca dyplomowa inżynierska Karoliny Poryckiej pt. Zastosowanie przeciwciał 

znakowanych DNA w projektowaniu uniwersalnych podłoży immunosensorowych                   

do detekcji przeciwciał i biomarkerów chorób wirusowych, kierunek Biotechnologia, 

numer pracy według wydziałowej ewidencji prac: 102C-ISP-BI/307108/1202328, 

promotor: dr inż. Marcin Drozd 

 

• Praca dyplomowa magisterka Karoliny Poryckiej pt. Uniwersalne warstwy 

immunoreceptorowe dla systemów diagnostycznych Lab-on-a-Foil, kierunek 

Biotechnologia, numer pracy według wydziałowej ewidencji prac: 102D-MSP-

BI/307108/1290445, promotor: dr inż. Marcin Drozd 

 


