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r e z ul preceduryvanalitycznej. Istotnym jest zatem zaproponowanm@voczesnych
metodyk wytwarzania e st - w d i awformacienyultiler g 8z Ncych wysokN
uzyskiwanych warstweceptorowycto r az t echnol ogi czn Nnajkepigodn i «
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Summary of the Doctoral Thesis
Development of customizabl#osensinglatforms
for multiplex immunodetection cfelected

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 off echnology

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-pbitdre testing (POCT).

A crucial component of such diagnostic platforms is the receptor layer, which ensures
the selective binding ainalytes 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 leigtorec
layer quality with technological convenience is imperative, ideally through a streamlined,
singlestep 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 piotaisingle
step using biological affinity, DNAlirected 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 Dbdsed reeptor layerfabrication 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 {ph#ein conjugates.

The findings demonstrated that singl@mponent monolayers do not sufficiently prevent-non
specific protein adsorption. At the same time, includingoimgin ligandsn mixed probes can

hinder the anchoring of DNfsrotein 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 protséiBARSCoV-2 and IgGclass 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 adestructive quality control
method for protein receptor layers compatible with SPR imaging (SPRi) in a microarray format.
A novel, previously unreported strategy for reversibly labeling sutfaced proteins using
anionic dyed such as Coomassie Brilliant BlueZ50, Amido Black 10B, and Ponceadl S
was introduced. This approach enabled precise mapping of receptor surface density, providing
a more straightforward and cesffective alternative to comwtional protein immunolabeling
techniques.

In the subsequent research phase;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 imrMilnd involved
using amine and DBCGOreactive 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, specifidgalfCOVID-19 serological
diagnostics. The immunoenzymatic assay on PET substrates demonstrated 100.0% sensitivity
and 92.9% specificity in detecting antibodies against the SB&%2 nucleoprotein.

The feasibility of constructing mulparameter 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

12



Streszczenie ROZPrawy DOKIOISKIE] .. ..uuuuiiiiiiei e e eiceeeicciie e et eeee e e e e e e e e e eeeeaanenns 7

Summary of the DOCtOral TRESIS..........coviviiiiiiiecme e e e e e aa e 11

Wykaz publikacji bndNcych..pods.t.awN..Ro¥prawy

WY K 8 Z S Kl e M a e e e e e 16

1. Wprowadzenie w probl.emat.ykn..po.dj.nt.ytoh bada
1.1  Diagnostyka medyczna infekCji WIrUSOWY.CHL..........eeviiiiiiiiiiieeniiiiiiiiieceeeeeeen 20

111 Biomarkery zak.ale E. wi.r.us.owy.c.h......21

1.1.2 Immunoplatformy analityCzne.............ccccuuuiimiiiieeeiiiie e 24
1.1.3 Diagnostyka wieloparametrowaMultipleXing...........cccoeeeevviviiiiiicenn e, 28
1.2 Mi kromaci er.z.e..bii.agkowe. ... 30
121 Strategie uni eruchamiana receptor - w: i
(00 1T/ = (o= 1 [ - TP P PP PPRPT PP 32

122 Nowe strategie uni.er.uc.h.ami.ana..r.e3eptor -
123 Kontrola jakoSci bi agk.owy.c.h..wa.r.s37w r ece
1.3 SHAEGIE UEIEKCI. . uuuueeeeiiiiiiiiiiiee e 41

131 Strategie wykor.zy.s.t.uj.Nc.e..zna.c.znidi

1.3.2 Strategie bezznacCzniKOWE...........oooiiiiiiiiieeee e 45
133 Praktyczne por - wn.a.n..e..s.t.r.at.e.g.i....4fret ek c ]
2. Celizakres pracy dOKIOISKIE)........cooiiiiiiiiiiieeee e e 51

3. Komentarz do cyklu artykug-w naukow§3ch bnd
31 Projektowanie warstw receptorowyc® do za

32 Badania nad war st wa mi receptor owy mi W o0

fundament rozwoju adaptowalnych platform multipleksowych [R2]......................... 56

33 NieniszczNca met oda k on teceptbrowejj foknacteci bi a
MIKromMacierzy SPRI [P3].. ..o e e e e e e 59

13



34 Pl atformy i mmunoenzymatyczne skonstruowa

PET i reaktywnyc.h..kap.ol.i.me.r...w...[.R4].... 64
S e To U] g0 Y= g 1S 68
] 0] oo = 1= SRR 71

OSwi adczenia wsp..gauto.r . .w..publ..ka.c.j.i..87

Cy k| publikacji st ano.wi.Nc.y.c.h..Roz.p.r.awi99Dokt or

Dorobek NAUKOWY AQULOTKIL...........uiiiiieiee e eeeeeeee e e e e e 219

14



Wy kaz publikacji Rozpraiy®Ogkoikiepodst a

mgr inU. Sylwia Pniewska
ldentyfikator ORCID:0000:000301253248
Identyfikator Scopuss7223039505

Indeks Hirscha (findex, wg ScopusB

P1 RecentAdvancementsn Receptor Layer Engineerinigr Applicationsin SPRBased
ImmunodiagnosticsDrozd, M., Ka r o &, S. , Meensors) 80R1s R141]1), 3E31
https://doi.org/10.3390/s21113781

IF 2020=4.43

P2 A Careful Insight into DDIType Receptor Layers on the Way to Improvement of €lick

Biology-Based Immunosensor& a r o (, S. , Dr oz d, Bioddnsors, 2034, i n o w s
14(3), 136 https://doi.org/10.3390/bios14030136
IF2023=5.18

P3 A Versatile Approacltio Quality Controlof ProteirbasedReceptor Layerby Reversible,
Nonspecific Stainindgor Multiplex SPRilmmunosensing Kar o &, S. , Porycka,
L.D., Drozd, M.,Pietrzak, M., Malinowska, ESensors and Actuators B: Chemical, 2024, 421,
136512 https://doi.org/10.1016/j.snb.2024.136512

IF 2023= 8.46

P4 PET Foils Functionalized with Reactive Copolymers as Adaptable Microvolume ELISA
Spot Array Platforms for Multiplex Serological Analysis of SARSV-2 Infections.
Pniewska, S.; Drozd, M.; Mussida, A.; Brambilla, D.; Chiari, M.; Rastawicki, W.; Malinowska,
E., Sensors 2024, 24, 776&tps://doi.org/10.3390/s24237766

IF 203 = 4.25

15



Wykaz skr -t -w

Abiprzeci wciago

ALP T fosfataza alkaliczna

APTEST (3-aminopropylo)trietoksysilan

BSAial bumi na surowicy bydl ncej
CBB-GiCoomassie bgnRki0t brylant owy G
CCDimatryca el ement-w Swiatgoczugych
CMD 1 karboksymetydekstran

DBCO i dibenzocyklooktyn

DDIii mmobilizacj a z a(DNAdnetedNmmobilizadnc DN A
DMA 1 N,N-dimetyloakrylamid

EDC i chlorowodorek N(3-dimetyloaminopropyloN Mitylokarbodiimidu

ELISA T test immunoenzymatyczny

Gly i glicyna

HRP i peroksydaza chrzanowa

MAPS i metakrylan 3(trimetoksysililo)propylu

MCH 1 6-merkaptoheksanol

NAS T akryloiloksysukcynimid

NHS 1 N-hydroksysukcynimid

NPNibi agko nukl eokapsydu

PBSTis- | fizjologiczna dod 0,@b%loveer20a f osf or ana mi

PEG T poli(glikol etylenowy)
PET i poli(tereftalan etylenu)

PNAT kwas peptydonukleinowy

16



POCT i testy realizowane w miejs@apieki nad pacjentem

PSir - U Ponceau S

QCM i mikrowaga kwarcowa

QDsi kropki kwantowe

RBDidomena wi NUNca receptor
RlITwsp-gczynni k zagamani a Swiat §a
Sibiagko kol ca

SAMisamozorgani zuj Nca si i monowar st wa
SERSI powierzchniowo wzmocnionspektroskopia ramanowska
SPRirezonans plazmon-w powierzchniowych
SPRiTr ezonans plazmon-w powierzchniowych
SSDNAT DNA jednoniciowe

ZNA i modyfikowane kwasy nukleinowe ZIP (z azgp nucleic acijl

17

z

obr



18



Rozdziag 1

1. Wprowadzenie w problematykn podjntych bad

Di agnostyka medyczna stanowi jeden z fil a
wczesne wykrywani e chor - b o r ldentyfikamja mawycb r o wa n i
bi omarker -w, takiwaUjeaki baltykwal knesntteeykoSuainei er o
di agnostyki medyczomejz. siimelieanzlaepodbysncanconS cuist r o j
l ub tkankach dostarcza informadc¢ijriwapdeptmni e
zapallym, oraz pozwala na precyzyjne okreSlenie

Obserwowany na przestrzeni ostatnich latpt ip t echnol ogi czny ©po
zaawansowanych platform diagnostycznyetiormacie mikromacierzowymPo z w a bna j N
najednoczesne wykrywanie wiel n a | w tzasw jednej analizy co czyni je sz
przydatnymiwk ont ek Sci e s zy ikjsceopiekichad pagjantes {zargoint w
of-Care Testing POCT). Odpowiednio dobrane matryce warstw receptorowych
odpowi adzaaj Nsceg/lcenkt ywne wi Nzanie wykrywanych b
elementwytwarzanych platformWg a Sci we zaproj ekt owani e | WYy s
warstw powinny zapewni skuteczne wiNzanie
wyni k- w,

Detekcja wieloparametrowa (z angnultiple®y j est obiecuj Ncym
nowoczesnej diagnostyki, jednak jelszyr oz w- |j wymaga Pprzezwycin
wyzwa® technologicznych, iwmmebckegatpNSwi ek w
najednej matrycyMa j Nc na kuwad neg st an wi e dznadowadao st r z e
nowych r o dalsdeddz doskonalenim r oces - w wytwar zani a w a
receptorowychpodczas projektowana t e s tmultupleksowych na potrzeby diagnostyki
medycznej

Wy ni ki bada® stanowi Ncych podstzaowsint agi ni
przedstawiong ramachcyklita r t y k u g - w. Rrzepiokvadrogeqizeze mnie badania

dotyczygdgy opracowania nowych oraz wudoskonal

receptor-w biagkowych w nowatorskich i mmuno
wi el oparametrowej , j arlowejr uniwarsialmejthetarya kontrolifcio n o wa n |
jakoSci
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Na drodze do realprzaeamnalziazjowaome goo sted Juy
i mmobilizad®dji baidadge kwymo Biniowit 2, Nkbhioeecepamr a
na r - Uny c Wregkdijdnoetapowd) ze szczeg- | niynmobiizai gl fidni
za pomoc N kot WNAdirebiddAmmpkilizatonDil). Jako modelowanality
zwi Nzane z zakaUeni ami a @ikisa SARSI0Y-2n({biomarkebyr a n o
antygenowe)orazpr zeci wci aga wyt wor zoothpeo wp reded q@s piot
(biomarkery serologiczne\W pi er ws zy m zevéndikpwaeoi s & & &v@Eg $ w u
skgadu momawaesajwhMcej nkotswiadbe | as®BNAi gfsto$
warstw receptorowyclimmobilizowanych poprzez DDk a p omworaMp| az mon - w
powierzchniowych (z angSurface Plasmon Resonance, $MRwariancie zobrazowaniem
(zangimaging, SPRiN a s t ppacdawenm o wat or sk N, nieopisanN do
met odn k o n t wacstwireceptaaokvyciSntikromaciery SPRj wykoc®yst uj
odwracalne znakowanie mmo b i | i z o whanwikami atianavgnekko Ec o wy et ap
pracy obejmowad zaprojektowanie multiplekso
znaczni kowe|j z wykorzystaniem enzymatyczneg
podgoUach, takich jak folie PET f urackwajoonal i z
rozwi Nzani a tkeocnhpndat-gokaifollNn ec oz dodat kowo rozszer z

z a st o s mowaZ&sney diagnostyce wieloparametrowej.

1.1  Diagnostyka medyczna infekcji wirusowych

Choroby zaka¥fne pozostajN jednBbchzor g awEn
na Swiecie, przy czym istotnN ich cznSi sta
zaobserwowano zar - -wno pojawianie sin nowych

znanych wirus-w or az PzwiyNKZzavitygibolasZia, B mt ak Der -

niedawa pandema SARSCoV-2 , kt -ra zakg-ciga funkcjonow:
opieki zdrowotnej1, 2]. Potrzeba opracowania szybkich, r
di agnostycznych do wykrywani a i nhaekmNda wi r

ki edykol wi e kWczesoaziedSenniteyjf i k acojdagr wywea a (kel@ ¢ z o wN
w zapobieganiu wybuchom epidemii, zapewnianiu odpowiedniego leczeniprov@adzeniu

ukierunkowagchd zi aga® na rzecz Zedmwaewil & dpumlai cczinNeggj
Wi rus- w, met ody diagnostyczne wymagaj N st ag

zagr BBl ETradycyjne metody czhisto trudno szy
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co ogranicza ich zastosowanie wobec pojawi aj
te wyzwania, istniej Ncdeo skotheajl Dmnieg s ys ysptrers:
zmi eniaj Ncym sifin potrzebom diagnostyki.

111 Bi omar kery zakaUe@ wirusowych

Biomarkeryz ak aUe & wi rusowych dostarczaj N klucz
infekcj i, ] e]j nasileniu oraz odpowiedzi i mm
ocenn ryzyka powi kga@® poi nf ekc y5. Wiusyhmimows pi er
stosunkowo prostej budowy, ograni czonej do
wywogdguj N infekcje o zgoUony{h7]. 8k wtzkiisem padte
infekcji u gospodarzas M k omp |l i kowane i zr - Unicowane rea
obejmujN zar -wno odpornoSi wr odzoawojNstany ak i
zapalnegg8]. Do t e pory zidentyfikowano ponad 150
kt wyekazuj N duUON r-UnorodnoS8Si pod [9wkicgdaidem s

wi r uszyw,Uo nprSd ¢ e mfekaji i wywogywanych przez ni
odpor no Sprizoenky§cehdéda na s zaao DtkMNp nggaombrir. k eWSrw d  ni ¢
znajduj N sin zar-wno wirusowe biagka i kK wa ¢

od gospodarza, takie jak cytokify0], b iostrgj kaay [11, 12l miIRNA [13]pAncher zy ki

zewn Nt r z k[ddii- rrkkiddyeeazpodklasy immunoglobulifil5, 16].
CzNstpaeaekodzNce bezpoSredniazywsstymi wi r us ¢

ws ka¥nda&kkaarileni a. Obejmuj N one wirusowe DNA |

ulegaj N ekspresj.i p odc z aesty magkularn&vay kjoir ziy sit mf élk
technk mmpl i fi kacj i k wa s - nuclerc adidl amplifitagion testty NARZ ang.
cechujN sifn wysokN czugoSci N i specyficznoSc

wykrywania biomarker -[W]. gauSet yc ;i ywchh meoilreursy- w
PCR g angpolymerase chain reactipnwykorzystywane do detekaj. in.wirusowego DNA

(np. her pl8]svy iwio @ s § tNrcysczha 2ok i o k 18]iodpowsedziainych

za o0sphn )pubRMWRLCR (zanteverse transcription POR  u Uy wgknyavani o
wirusowego RNA( n p . W Y vues & unvjgriydpd [2G] ezy k o r o n a W21} Qipsr- -we z

t e s f awiovch wirusowe kwasy nukleinowe unikalnych sekwencjacmo g N by |
oznaczane i | o 8§RCRIoObVRI-qPLR(z gnaquentitalive PCRRT-PCR), czyli

amplifikacji w czasie rzeczywistyfi22]. Takie testydostarczp INformaciji na temat wiremé
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kluczowego czynnika w monitorowanstopnia zaawansowaniafekcji [23]. Na pr zy kgdgad
w diagnostyce HIV iloSciowe oznaczanie Wirus
choroby oraz oceny skutec[2hoSci terapii anty
Bi agka stwiulitsutwakne | ak bu @) lkbakolca F),] e o k ap
sN powszechnie stosowaneaw- wrest wc hr (eshy a ggmaoas
antygenowe)jak ib i o r e c dtgsty serologiczne)lW przypadku wirusa SARE0V-2,
b agko S jest odpowiedzial ne zaBiwanl doggywa e wi r
kluczowNpr&biWwywani u genomu wirusa, a jego el
spoSwsadystkich bi agek wWie uwaglpioddu zaa iwpbekrti
iwystipeswspomei anyell WwWipdgexNt k o,wé&j wisdnmgadnyss z a k a U
biomarkeami przydatnymido wczesnego wykrywania infekcj5-27]. Niemniej jednak
w przypadku wirusa SARSoV-2,bi agkestN cziSciej rwykergmy sttyypw
nar zaéhdzagnostycznych w Jda8] PoderaspandeamiiZOMOa g ki e n

szybkie testy antygenowe,k i er unkowane na biagko N [ ub S,
narzndziem do identyfikacji zakaUonych. Pot
r-wnieU inne biagka strukturalne, takie jak

bi agko md caigkjor gEymma@gki em transmembranowym

w tworzenie struktury uwal ni ani e wirusa, podczas gdy bi
integralnoSci [29].0W z pir z ywd a dukswo w @ j e jednoczesne h Wi |
wykrywani e wi el u bi afetaz Mt rakituksazayaclzkudond
diagnostycznycifi30].

Opr-cz biagek pochodz Nowwyiiku reakd gospSdargad ni o
na infekcp dochodzi d szeregyrt -wWbrr geemii pae @t chatakterze
bi omar®etrokvi ny, mage biagka reguluj Nce odpow
dziagajN jako sygnalizatory, koordynuj Nc r el
Podczas infekcji wirusowych cznsto obserwuj e
takich jak interleukingd (IL-6) [31], czynni k martwicy -U)8ot wor -
i interferongamma (IFNo )[33]. Bi agka ostr ej fazy, takie | ak
reaktywne (CRP), sN istotnymi mar ker ami St e
oraz innych biagek gospodar z a,|34]tpeokalcxtoninaj a k s |

(PCT)[35] czy ferrytyna[36]ws k azuj N na og-l noustrojowy st al
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w infekcjach wirusowych. PCT jest tradycyjni
infekcjami bakteryjnymi a wirusowyni87].

Wykrywanie i oznaczanie poziom-w cytokin
informacji o nasileniu choroby, jednak icha Gsapecy f wc aurjai®li u di agnosH
uni emoUl i wia wykorzystanie ich jako samodzi
Wzrost poziomu tych czNsteczek moUe byl wyni
jak i bakteryjnych, a talkby nizgzs&lad T dykhy agltna
wspomnianebi agka wshkaFNi kowe al wwypoogghktawani u
nastawionych na wykrywanie wielan al j edwoc€eSokieny i bi agka
stanowi N wartoSciowew mpogHcyendzuupeJ rbiaajdNd e
biomarkeramz a k a Ue E whprpusewy ovic kagami sN produkowane
gospodarza w odp[88Wwi edzi na infekcjn

Przeciwciaga, czyl:/ gli koproteiny wytwar z
infekcjiwirusowych pegdni N rol i kluczowych biomarker - w
i monitorowaniaWy kr ywani e przeciwciag umoUl i wiajN t
dziagania polega na wychwycie przeciwciag o
antygen pegni Ncws z e oh 8t ychenceespfpbegamma mo Ul i wo Sci
zaprojektowaniglatformzdolnych dar o z r - Genkregngchich klas (IgG, IgA, IgM, IgE
lub 1gD[39]),anawep 0 s z ¢ z eppdklagd#Q; 41]hTestyserologiczne w pr zeci wi e &
do technik molekularnycly mo Ul iowir @SN anZz ek s@@@izaioncenin wczesS
ekspozycji na wirus@42]. R- Une infekcje mogN prowadzi d
i proporcj i poszczeg-lnych podklas przeci wci
obserwppewplUsizone 1idgsgw oproyr -1 wnGa nlgQu. Wzorzéc ge
jest szczeg-lnie wyra¥fny w przypadku[43akaUed
wirus zapal eni a WNtSARICpV-2[46,868). C ( HCV)

W poni Usze|j tabeli bppreamaskaldnwownaodqnpyrezhy k §
(antygenowe, genetyczne i semitene)  kt - re pwkngialUy gy do rodza,

infekcji wirusowych.
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TabelalPr zykgady biomarker -w sjguONep¢ghwdonwgkcywamwi aus ol

Biomarker Wirus Pr - b k Referencja
Przeciwciaga | gG prze .
) SARSCoV-2 surowica [47]
receptor (RBD) w bi
RNA wirusa HIV nasienie [48]
Pr zeci woizecivkob il ku nuk
® v Y Wirus Dengi surowica [49]
(N)
. . wymaz
miRNA Wirus Grypy typu B [50]
z gar
. L ) Wirus zapal .
Przeciwciaga I gM i 196G surowica [51]
typu C

Wirus afry wymazz
AntygenP30 [52]

pomoru Sv nosa

1.1.2 Immunoplatformy analityczne

Spo Sszerajud o st i metodo bk nac z a n iniewieleZ rwiche o Ul i wi a
det ekmdyiwi dual nych biowmapkebkwcthi bg@bwgineiny
matrycy [53]. R- Un e g o imnugoplatformy wy k or z ysswtoud jsK o S przec
poliklonalnych monoklonalnychlub ich fragment wj a k o podst awn do s e
wykrywania st r uktur antyge 54-86y cDhz i riokerpwanemy przez)
pr zec iwgsokigaupawinowactwu(s t a g a dKyes oicQ@lad@)joir az mo Ul i wo S
uzyskaniss pecyfi cznoSci wobec szeroki eqjoUddulwie ¢ peist
dostosowyward projektowanych platform doszerokiej puli wykrywanych ¢ z Nst, e c z e k
a co za tym idzie adaptaciawy t war zanych test-w do nowo |
l ub nowoodkrytyZdlo| o 8imadbers-ew.ekt ywnego wi N:
s p r a wretody inneinodiagnostycziseN ni eoceni one w analizie z
jak krew[57], surowica[58] lub homogenaty tkandk9]. Ponadto moUl i woSI r
projektowapygetvalt @ s haw wdyrpaul am oveszétdinyasgEktrum
zast osowa &, od klasycznych test: - wwlpastagr at or
mi krosystem-w

Techniki, takie jak spektrometria mfg0, 61], elektroforezakapilarna[62] i techniki
chromatograficzne[63] of er uj N wysokN czuwwlsdywianisgpedbyfa
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o charakterze biomarkerowyntS N one jednm&k iczwymalbggph =zast
zgoUonych pr ocedur rPomdtouyy evdomealzacji aga a p apari@ira .
jest kosztownd trudnaw o bs . Zdz2ego wzgl idu wyUseiN wgpdioi
wdradane ut ynowe | di agnostyki Kl inicznej l ub
nad pacjenteqn ¢ h o @staanidh latach widoczne literaturzes N p upragzgzania
procedur miniaturyzacjis p r 64]t u

Zastosowani e agpd awg ik rw wadmMiAa bi om@amkok er - w
alternatywa ,adrigpor zeo yswaicay§ iwe g h aw§leymanych
bi apgrayk e d n o cnz el kospaamwytwarzanid e g ot y p u. Aptaeenyecpyti or - w
kr-tkie fragmenty kwas- -wswokBetlaowhowlN &z Nsit
mogN byl syimitretsyeloaamjeonowane poddolsddmigm powi
gamy b i a {p8.kJednakw warunkach klinicznychtechniki wy k o r z y aptamey N c e
ni e dor - wn tegfon immarsolbgiczngmp o d wzgl ndem . Brake zawo d
stabideaodgtior -w ol i gorghbhlUeatyygdhowyadh weca &Nk bi
stanowi p prakgyzmyk wydoizystania pt awe rnar zndzi ach di agn
do detekcjb i omar ker - wWe6wrlagk owy c h

Met ody i mmunodi agnostyczne wiodN prym w 2z
swojej wszeFdatswich®damptSacji do r-UnywhzaysUemS
od mechani zmu dzi aganemnowani,syws5sym#etoaJ u
immunodiagnostycznycmo OUwgr - Ommbnosensory, testy agl ut:’
homogeni czne i heterogeniczne testy i mmunol o
czy w trakcie i ch przeprowadzani a konieczn

zwi Nehawmo! ny ch k anmygdaperkzse ovi Rysunek fizestawiapodstawowe
r-Unice w mechani zmach poszczeg-lnych rodzaj
Testy aglutynacyjne to klasa test- -w I mmt
bazuje nawi docznej ag.rEd gekdj it enz Njsdisekt ew yavkocd yNv a a1y t
przeciwciago, (pading Ncednekd mecwgNacza)se etko ¢
takich jak np. kulki lateksow§68], czy czerwone krwinki69]. NoSni ki sN dobi
abyichagregath y Wy doczne gBygmaklApkaleime testy sN szer
ze wzglndu na i chszprbdazgsahhwiy, n inki -svk,d hjkeodsizdtle riy z u
sifn one nibBadatckawwybdBcwWNzwaniem w projektowar

aglutynacyjnych jest ryzyko fagszywie ujemn
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Jest to gati NmmmledmioSjcs ¢ wirzék hhhtitobecily w wysokim
s t 11 Uleen wytwporzenia struktury typu kanapkego. Skutkujetomi ni mal nN agl ut
czNstek i Méaekwa me h AHosekteffe@ lubAaPrgo.z o n 70 f f ect 0

S 3 N

ANTYGENY

PROBKA
PRZYLACZONE SEWHERALAESK AGLUTYNACIA
DO KULEK % CZASTEK
PRZECIWCIALA
LATEKSOWYCH
FRET

B ~oo
No %

CN
C
\/. N>

— 4
ZMIANA
WYGASZONY
DODANIE ODLEGLOSCI MIEDZY
FLUOROFOR ANTYGENU
SKONIUGOWANY DONOREM | AKCEPTOREM
Z PRZECIWCIALEM ZJAWISKO FLUORESCENCII

@
®e 0o oo 0°
\ 4
/}i‘ )L~ ODMYCIE
ODMYCIE NIEZWIAZANYCH = §
NIEZWIAZANEGO p) = y) S= PRZECIWCIAL H Y
ANTYGENU
ﬁr'ﬁr'mr N | W3
=
pR‘Z‘éE.'CL‘éfM
ZNAKUJACYCH SUBSTRATU
RysuneklPodzi ag test:-w i mmunologicznych; A. test aglutyn
zjawisko FRET, C. heterogeniczny test typu ELISA.
Homogeniczne testy i mmunol ogiczne to tes
oddzielanian alzwi-Nzanyaec st aci i mmuWnokomps e&ksi.wni ez w

Przykgadygrmmunol ogi czne z a mfxlargenzynanuliiphed e n z y m:
immunoassay technique, EMITec hni ka ta wykorzystuje konkur
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antygenem a analitem o wiNzanie z przeci wc
wywoguje zmiann konktoyrwnaocSij nélnz yhnaumuij Nazhnie |
kt  -ry jest odwrotnie propor cTakiiad nryo zdwi NsztamU
jednym z pi er wmzygko komatayjsymin pangysthago pogeac dé wame
Syva w 1973 roku[71]. | nny m pr zt yeksdtigpinehomogenicznegos N , t e
kt-re wy keponanspwyttransféd energii (z afpsonance Energy Transfer, RET
Test tego typuzdirzmiengleehal dakeijeakim jest wi N;
zmi ani odl eggdoSci mi fi dz y energiifRysunekdB).lDaadézytud o n o r a
wykorzysiywane jest zjawisko fluorescencji(F°® r st er ows Kk i rezonansowy
w s kr - c 78], cheRilaminescencji (CRETY3] lub bioluminescencji (BRET)74].
Heterogeniczatestyimmunologiczewy r - Uni a kealinacjisekwencyjrydh
etap-w odmywani a [ separacij.i sk9pacdeick weoi d& ¢
zwi Nzanych z Nmjbardiziej r znanym ictN.pr zy k adetast | e st
immunoenzymatycznyz(ang.enzymdinked immunosorbent assalf] ISA), gdzie antygen
l ub przeciwci ago jyens tp oushtj cedi micehnaknii ammi ek rnoap Gyt takyi

Wnapr ost szym f or macpioe,dotdjan ibue zppro-Sorkeid nzi manal it
umoUl i wi aj Nca twor zemi 2e ckiowmcpilaegkos.- wPoand ¢ me o i
analitu dodaje sin enzymatycznie znakowane

co zilustrowano na Rysunku 1C Kol ej ne odmywani e usdodag nadm
substrat reaguje z enzymem, gener uj[f6f sygn.
Zastosowani e enzym-w jako znaczni k- w kat al
i mmunol ogicznych przynosi istotnN korzySi w
ze zwielokrotnienia w czasi e Napodtawie pmstep dukt L
techniki ELISA mo Ul i wryo zZjve:sjt bar dzi ejwar i atnasnp@muasz ny ¢ h
wprowadanieinnowacj, takich jakwy k or zyst ani e w ich konstruk
(np. folii PET)[76] oraz platformpapierowych77]. Napopul ar noSci testyskuj N
kt-wekor zyeniugaty Noee c i wci a g z n @& nangn adnelinkeda g a mi
immunosorbent assaMLISA, np.nana z Nagitkdtalitycznymiw  r o | | mi metyk:-w €
[78]. Ponadto, d i n k i iimmuredetelecjz j imi kr osy st emamo Ulrizweap gy
jest automatyzacja przeprowadyeh t e s t{[79]wW nowoczesnej diagnostyce o Sni e

zapotrzebowani e na metroskiyjkoszttkets-true EILNCcSIAN zpr ©z
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i szylwsp$ gicNreosznyi wNlmrmatch odpowiednickh a r - dlarrutynowych
zastosowaE | amar afO€L®Zy ) nych, | ak

| mmunosensory to odrnbna klasa ©platform

specyficznoSi Faenatkycgjein pzr zzaawan ag@wany mi me t ¢
Zintegrowane,] cznSci przetworni kowe|j mo Ul i w
na mi erzalny s yDgondaagt k awa | i twcpnyeci wi e Est wi ¢
i mmunotest - w, i mmundiaBwinsloo kr ptorzevawyk dNr myas t an
ich efektywnoSi i Nabrindamo @Ema z2s%| daplij Kgwaia

mechanizrie pr z et wa r z a nNagpopulargiggsaym Jypami s :N immunosensory
elektrochemiczne,gd z i e powstani e k eamtyyen epgovsodujezmiang e c i WcC |
wgaSci woSci [86I8H kinmuposensony ogtyczngdziemi e r z czmiary s N
wgdaSci wo Spiwy&wiraztydsa u jrétenans zlj aavmsrk-ow powi er zc
[82]) oraz immunosensorpiezoelektryczned z i a gna pallcizie pomiara z fist oit | i wo S

d r gspoodowanyclz mi a n Nz wiaN§zya rp o wi §83,84.hni N

Testy homogeni czne, dzinki ograniczeniu
sN prostsze w realizacji, jednak wymagaj N b
sygnagu. Z kol ei testy heterogeniczne, ch
Sskuteczniejsze eliminowanie ni epoUNdanych z
czNskecda kluczowa r-Unica sprawia, Ue tes
ni ezawodnoSci N i szerszym zakresem dynamicz

0 wysoki m stOstdtecany w b a n a Inrieniumodeyekcjz al e Uy od wy ma
di agnostycznych, tzgskania wynikpa kc zs gpBk o Sikoszt,
odczynni k-w oraz zgoUonmo $Sinzaiptéfesdwanie.techBilkamiat ni o
umoUl i wi aj Ncymi jednoczesnN detekcjn wielu

projektantamimmunoplatformnowe wyzwaniz t ym z wi Nz ane

1.1.3 Diagnostyka wieloparametrowai Multiplexing

Detekcja wieloparametrowaz ang. multipley umo Ul i wi a wy krywani
bi omar Wwgkowzyst ujPNrc: bikitiakce ajgdMej analizyTo podej Sci
minimalizujeo gr ani czenp Az e wi §iadysymEametdd(z angmonopley,
kt - re zlkawyerztalpojedinczym analicicaomo Ue prowadzi i do

wniosk-w di daqrbosmiywWddzenysdahmi z koniecznoSci N pr :
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analiz Ponadto, z czysto praktycznego punktu widzepigtformy wieloparametrowe k r a c aj N
czas potrzebny na au zhyaskiteap @ tznuzpdl ik ro-SBK. i

Por -wnanie zal mdtiplepz at et mmit ypuadycyj nymi ZQ
w formie graficznej na Rysunki

CZAS POTRZEBNY

DO UZYSKANIA
TYCH SAMYCH WYNIKOW

CALOSCIOWE INFORMAC]JE UZYSKANE
ZUZYCIE ODCZYNNIKOW W POJEDYNCZYM TESCIE

ILOSC WYKORZYSTANE]
PROBKI

TRADYCYJNE POMIARY JEDNOPARAMETROWE (MONOPLEX) |

W | W E] ﬂ ﬂ oo
OO O 0
SN AN,
NOWOCZESNE POMIARY WIELOPARAMETROWE (MULTIPLEX) |

Rysunek2.Por - wvkbabBycznych test-w jednoparametrowych z tes

InNf ekcje wirusowe wywogzuwiNNzaag&hdihz podpo
odpornoSci owdo ghesppadBrednna 97 e r dpdddcihigyahs i n
bi omarkaekalhe d i woSI roznaczenikkitkg Zj réch zapewnia bardzie]

kompleksowy obraz stanu zdrowia pacjerfaa ki e podej Sci e stanowi

spersonali zowane] di agnostyki, umoUIl i wiajNc
pacjent a. Jest to szczeg:-lnie istotne, gdy U
r-Unil sin eti ol abgl[i8B87] E fpeakitoegne njee Nt chozyspi €

do wdroUeni a odpowi edni e g o Dodatkewo Bzprokes pula a t e
wykrywanych anal iitl-ovcii omweaeglpozwatas karc i korehdi
pomi fdizy ani ak Ueszacawanial pigwiweu ¢ z a s ua koadUienmad raee m tiu
skutecznoSds8l. szczepienia

R 0 sca Ahinteresowanie a r z i d zdiagnostykindetoparametrowejest zgodne
z rosnNcym zap avysokopezbpusiowdadamiaw waminkach diagnostyki
przyg- Okowdjest( POPOGT)szczeg-Ilnie walUne w miej
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zachorowal noSci , gdzie dostnp do tradycyjnyc
obejmuj N pandemie or az k ruaygkenievyokz wv waaijkadtlc e s i i
ograniczonyjetni paddbne do skutecznego zar zNc
pacj 89t - w

Podsumowanie

Antygenowe i serologtwzNerabeomar&akalUebi am
odgrywaj N kluczowN rolfn w diagnostyce medyc
stosowane do i ch wy krywani a c e d\h poddtawis i i r-
wni os k-ive UNcoezgdozi agu, w badaniach nad proj ekt
opisanychw niniejszej pracy doktorskiej zastosowano modelowe receptiony,r zeci wci ag
klasylgGj ak o r eceptorrayz aitaydgkean -ant ygenowe, w tym
wirusa SARSCoV-2j ako receptory wivicdeNapmcowanezveramashc i a § a
tej pracy platformy analityczneb a z wmg Neterogenicznych testach immunologicznych
mo Ul i wy ch d dormadgealltiplexayjbi- rw model owych recepto
dor - Ungrcihp miajng edlu zademonstrowanien i we r spaojekiow&hych

plattorm p o d wzgl ndem diPa @pmpoantoywanrey m podaj Sci e
wieloparametroWdetekcfiz ar - wno czynni k- w foalpawnedhlz, jukh
odpornoSciowego. Odpowiada to rosnNcemu zap
oraz potrzebie holistycznego podej Scia do z

medycyny spersonalizowanej.

1.2 Mi kromacierze biagkowe

Mi kr omaci er z est abni oapgrkkbywkeg a d nmo Phdgoi aj Nc e
i mmunodmutlekicp PeliSsvowNM nazwi mp&wid eniedahdméeja N
wielu r - Unpchgek rece pmsor-dwsptaehd y ma. Odpbwiearieu
rozlokowanieprzestrzenneaimmobilizowanyctb i ajgsekkuczowym aspektemwi Nz any m
z wytwarzaniem mikromacierzyj e d n o cwyavanieim éechnologicznynDz i fiki t e mu
jak r-wnieU odpowiednim narzfdzibamrupBHcegho.l
naobrazowani) mo Ul i wsgmuliagiczrianonitorowaniepoziomur - Unbyiconmar ker - w
w trakcie jednej analizy Graficzneprzedstawienie mikromacierzy odczytem fluorescencji

z 0 st akgzanenp Rysunku 3. Na przedstawionej mikromacierzy unieruchomionymi
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bi agkami s N nukl eo-LavVt e( miaa gwior usast SARS K
or az przechaowza adbi adhky refer@&pkpjnrngst &kmd obi
referencyj ne zp ezeacznikisnp rfluoreddencyjaym (Alexa Fluor 488).

Mi kromacierz iznlkpubdodbwkdniaszergagwiwiNtiINudzkN pobr a
ze zdiagnozowanym COVH2 9 , a nastnpnie znakowana pr zec

skoniugowanymge znacznikiem fluorescencyjnym (Cy5).

Rysunek3. Mi kr o ma c i e wytworlzdanang khipi krzemowyd.dj ifci e wykonane przy u
Il nnoScan 710 dzinki uprzej moSci I nMedidlabiel (zaoejestitowan& c i e n z e

podczas wyjazdu naukowego w ramach programu Mobility PW IDNBWA STER).

JednN z naj waUniejszych zal et poni &mojmag i

dowykorzystania woadaniacho wy s oki ej Proj emlyantcewmo $naic.i er z m
nawett y st N&abyicah ek r e pogztwail gejnpzds N a d e szerdkiego i
s p ekt r umZnanmryzowanywormamikromacierzyp o zwal a na 1 ntegrac

metodami detekcjtakimi jak odczyt fluorescencyjny, kolorymetryczny lub elektrochemiczny.

Mi kr omaci er ze bi agkowe, mi mo wi el u z al
technologiczne, zwdjasbcadew pakredne ciommalyich
Zachowanie biologicznej aktywnoSci receptor -
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testowych jest niezbfidne dla powtarzal noSci

bi agek na jednym podgdoUu jest skomplikowane
1.2.1 Strategie unieruchamiana recepdr - :w immobilizacja nieodwracalna
i odwracalna

Uni eruchamiani e biagek na stagych podgoC
funkcjonalnych warstw receptorowych w i mmun
Proces ten wy maga Starannego doboru met od
i aktywnoSI bi ol ogi ¢z n N.Klasyanjeesgosohyaimnpluliecjie r z ¢ h
bi agek o p i jednyanj Atrzeshi nfiechamiamw kowalencyjnym (chemicznym)
adsorpcyjnym fizycznym) oraz powinowactwa biologicznego[91]. Jednak ¢n
konwencjonmbtigagdattkowd skway e gdmeigd o wteniegiel

tj. immobilizace nieodwracalne i odwracaln®®d wr ac al no Si ( waastvg ner 0 W
receptorowej definiowangestj ako zdol noSi do wielokrotnego
warstwy r ecept or owe | bez utMatlyi we$l fruedkenemad ]
receptorowej , a tym samym wielokrotnego uUy.
uni knNi fagszywych wyni k- w pomi ar-w SpPpoOwoC
powtarzalnoSci wyt@2rzania mi kromacierzy

Re g e n evarsiwy jeceptamwej immunoplatforrmo Una osi NgnNi za po

p o d e Pidvszei rozumianeklasyczre, polega nadysocjacjikompleksupr z e c i wci a § ¢
antygen przy jednoczesnym zachowamia U | niemarwszonejstruktuiy zdol noSci wi
receptoraunieruchomionegotrwale a powi er zchni . Driuagldco maodeyd,
cagkowi t ebioreceptonai znpowieezchrpo zrealizowanym pomiarze a nast iapn
rekonstrukagjwar st wy receptorowe|j przed nastninpnN an
W przypadku pierwszegp wy Uej wymi eda Oynmclwy pwamrij &in | ¢
Ue biagkowa warjstswa wredddzirtwdar &hwvea a g T wasupkivn e
wymagane do zni szc z e-antyger98]i DYsoganja immupokameleksuw c i a §
bez uszkodzeni a struktury receptora i 0S¢
wi Nz amalitu stanowi wyzwanieSt osowani e bufor-w regenera

wartofeljachinsto wzbogaconych detergent ami [ u

¢

zakg-cenie interakcji mol ek ul ar nypowierachniu s un i
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Jednak klasyczna regeneracja powierzchni, z zachowaniem warstwy receptarowesi 2

ryzykiem uszkodzeni a przetwornika, zmi an \
zai mmobilizowanych[94hi aAdektepnablenayip z s oovywyhkor zy
sin receptory, kt - re zostagy =zmodyf i kaowane

p r z ygdogrzeamniejszenie powinowactwa zmodyfikowanego receptora do af28itas].
AtrakcyjnN alternat ywNmnhotestakliessksayUcdzonr eajz orweeg
usuwanie z powierzchnib i a g e k r e d egkdnstrukojawyarstivy receptorowej
z wykorzystaniem szybkichg at wy ¢ h  dhetod lsasnoarganizécji molekularnigkich
jak immobilizacjab i a g ek z wyéwinowactva diobogicznegunOf er uj N one t
zalety, jakgat wo SI  gtiesnt oban iNao w,Kzachosvanie cnatywnej formy
receptora oraz odpowiednia ekspozycja miggsic NUNecopcle jest moUl i we w
pasywnejadsorpci zy kowal ency[9f.ego sprzngani a
Przykgadem takiej regameérowazlhmeni ainmmo tbii laig
kotwic DNA (z ang. DNA-directed immobilization, DDI Dz i i Kk i mo Ul i woSci
chemicznej na duUN skaln oraz stabilnoSci DN
g Nc z doi powierzchniowego unieruchamianid i a gMekoda DDl wykorzystuje
hybrydyzacii z a c hpadmiNbcdzy ni | mi DNA skoniugowanymi
a komplementarnymi sekwencjartsondami)n a p o, d gkotU-prryoces | est ni e
od budowyi wg a Skii avpiSaiskoni ugowanego ,metéddadDDwi ¢ N D

charakteryzuje sifn uniwersalnoSci N, pozwal aj
koniecznoSci dost osowywania pr oc ®&dlpaozwalado i cl
r-wnnagg@t wN i szybkN pegeumeraczeT waai €t wyi Nz a
w dupleksieDNA-DNA, np. poprzez zmiann $98].gPpnadtoo n o we j

metodata pozwala ndj a tkwoNhtprodeist r zennego rozmieszczeni a
kluczowN rol A w konst r u[@¢% Mdchamdmlparcwanim zasael nid y b i
DNA gwarantuijena tylewy s ok N speldeg f moth s®ik ektepwne wi N;
docel owy dgedyniow apgpe UNdanych stref asczher mgwetr - Wny
receptor-w biagkowych znakowanych kot wi cami

MetodaDDId aj e moulhliiewou&ih a mi ana dwa sposelke p treer -mw Un a
stosowal w zal eUnoSci od priermrau roaviaResMszy W € ¢ h n
polega na przeprowadzaniu immobilizacji w warunkpch z e p § v, gdzi®ogpoviiednie

przestrzenne rozmieszczenie - Unkomi ugat - w bi agkowych uzy

33



zaprojektowanych,

wczeSniejszemu okal

r

bi or ecepdbyg wexsits pogrzezkontrolowanenanos zeni e

w formie I

p .

komplementarnymi sondamP o d e jexSsituiuano Ul i wi a

DNA do unieruchamiani
co
Mo Ul i wo S

analitycznych

znaczNco ugat wi a

regeneracj i
do
i nterakcji

p- I

kinetyki

identycznych t est

oznaczani

nemu r oz mi e adpowviedmio u na

- UniWcygrigism fposdek vbecr auj au

k eDONAugat - w

spettnd o wypceclzy( £ zy mg p a § gestipakwta e r z ¢ h

wykorzystani e
Dzi nk

przygot owzestawier entiekprtoonma: cw .

a r-Unych biagek.

war stwy receptorowej
bi
mi fdzyczNsteczkoiych.
dl U n y[x00i.

[
D

e

a r-Unych oanal

owych a r stn0

Zestawienie innych popularnych strategii odwracalnej (regenerowalnejdmmobilizacji

receptor

w b ieavgkdzanigncloechg -ww mayaz d e i

zal etTaleln2zaj duj e

Tabela 2 Charakterystyka podstawowyskrategiiodwracalnej mmo b i | i z achiia ¢ keocveypcthor - w
Strategia
. e Przykg
immobilizacji Wady Zalety ;
wykorzystania

regenerowalnej

Przypadkowa or
receptorowegmn i est ab

Ko mp at y bwieloma

Pasywna adsorpcja wi Nzanp ad,agredacim typamipod o Uy [101]
receptor - w
. sc. .. MoUl i woSIi wuni
DDI KonleF:zr]oSb!azgl kaUdego rod [102]
kot wicN ol igol
receptorowego
Dysoqaqaa:]e;:"ezp))/torawtrakC|e DostApnoS&i |
His-tag/NP*NTA Koniecznodi Sp(;(rj]?oU)énl LEI [103]
rekombinowanyc ye wye
Ograniczeniedp r zeci wc
Bi agko lgG,pod a_t uzy!sksriych Brak potrzebymodyfikacji [104, 105]
warstwna niespecyficzne receptora
interakcje
Mieszana D § ucgas i wysokkoszt procesu PogNczelnate r [106]

strategii
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122 Nowe strategie unieruchamiana receptor - - w

Nowo opracowanstrategieodwracalnego ni er uc hami ani & orl ecgeag tNo r
na modyfi kacjach i udoskonal eni achpistoke§Wc
funkcjonalizacji powierzchniz nowymi molUi wo Sci ami , kpakugatoyf ebug

receptorowych z r-Unego rodzaju czNsteczkami

Immobilizacja kowalencyjna

BezpoSredowal encyjbnie e pproawmi geaomreehichi gNipy
funkcyjne moUe powodowal probl emy, takie | a
czasochgonne i skompl i kowane procedury mo d
w stosowaniu standardowjydha pboagk&d- -ow zirmnibr
wgaSci weSzylkgadekwbywnoSi sprzfigania za pomoc
zal eUna od gadunku HewD®% Prebkoi wwdipdgaeiny a § b a
z klasy globulinwy k a st Nr al ne i f un k c,jjednakiizykoahemicond o b i e &
r-Unorodno Sii aajrktsgraywgrhdier acowani e uni wersal nyec

unieruchamianigest trudniejsze Niemniej jednak immobilizacja kowalencyjna pozostaje

niezwyklepopul ar na i ni ezast Npi ow ak tw rwicehl up azsaysw noe
okazuje sif .niSzwyzsetgaricrziag Nscpar awdza si A w i mm
uUyt ku, dzi fnki dgugotermi nowej stabilnoSci

kosztom wytwarzanifl09].

Reaktywne kopolimery

Kowal encyj na i manobewyinfaggcj au prizegdeak e | modyf
w celwu wprowadzeni a odpowi edni ch grup reak
z okreSlonymi gr upami funkcyjnymi ami nokwas -
modyfikacji powierzchni, takie jak silanizacja, wprowadzanie grup epoksydowych
czy wykorzystani e karbodiimid-w i mal ei m
ale charakteryzuj N sif cz a steclinbldgioznegm @okiuN i
widzenia, procedury t e ni e s N optymal ne do seryjnej

zintegrowanych w zaawansdM@®ne urzNdzenia dia
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AtrakcyjnN alternatywN do wyUej wymienion
do funkcjonalizacji powierzchmi e a k t y wn y ¢ h [1kl-d ) 8]JoReaktyvane kopelimery
w wyniku chemicznego sieciowantaw o r z N zdenedotpwk r y wa rciha try-pU nw
powierzchniip o s i a wpaowadzoee do swojej struktugyupy funkcyjne (np.aldehydowe,
karboksylowe, czy aminowe) ki § atthwowa NencyjnezpstregRekani e
Pr zy k g ad kopblimé&rii eag lmazie pochodnych kwasu akrylowegoz o st a g

przedstawiony na Rysiku4.

A& A& T gt

n m oo 1p
0% OJN\ f
N O
XY

si{OMe),

C stosunek molowy monomeréw
DMA (m) NAS (n) MAPS (p)
97 2 1
Rysunek4Pr zykggad reaktywnego kopolimeru na bazie pochodn
kopolimerem z wyeksponowanymi gr upami funkcyj nymi NH

Schemat budowy kopolimeruMEP, C. St osunek moddozwyc yncomn ownesrk- gwa dw ckho p o |
2 (DMA- N,N-dimetyloakrylamid, NAS i akryloiloksysukcynimid oraz MAPS metakrylan 3
(trimetoksysililo)propylu).

Wykorzystanie kopmy i megt ovs parkamoghr enoyn o ynjem N

kont rgailsi @dvierizchniovej gr up funkcyj nych, pozwal aj I
i mmobilizacj i Take ®@e p tpoormivesiujS co gr ani czeni a zZw
z konwengonalnymi sposobamiunkcjonalizacji powierzchniK o p o | i nuestogowasneN

do szer oki ej odghomwykrzemowth [@1d])ypo s z K[HLS], polimery [116]

i metale[117]. Umo Ul toishipatencjalnevy k or zyst ani e w szer,okim s
od konstukcji j ednorazowych test - w, po zi nll8lgr owan:
Ponadtop mo Ul i wewprowadsehie dostruktuy t a ki c h kopoed menetr - w
ugat wi aj WicNzani e z powi er z(timetoksisililo)fropylu), res z:
czyel ement -w zapobi egaj Ncy ch pozwala sapveytwgrieniec z n e j

war stwy uni emoUliwi ajnNesjwop Yy mro mdldizo1ld9.giwanmn e
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Stwor zeni e | uUodppaiedsia zagrojeltowanggn madyfilyatora powierzchni
o poUNfdamlk jho n aklacacZBsikosatywytworzenia zmodyfikowpwarstwy
d z i fednoetapowemu procesowi powlekanidaodatkowo, wykorzystanie reaktywnych

kopolimer-w otwiera moUliwoSi i nPtrezgyrkagcaj di o wro -,
kowal encyj ne przygNczeni e sond ol igonukl eot
reaktywnym poli mer em, a nastnpnie unieruchor
gNczy zalety powlekania powierzchni pol i mer

b a z u pa\powenpwactwie biologicznyrf®9].

1.23 Kontr ol a ijaajkkov@wsticréceptorowych

Uyt eckinoSénsor - w i bimoltpesw - dw Onae j f onti near czi ee
od jakoSci wyt wor zonej warstwy receptorowe ]
gdy na tej samej powierzchminieruchamias i i wi el e r - Unych biagek
testowych warstwy receptorowej mi Kkr omaci er zy
potrzebn opracowani a[l206d2lJod kontr ol i ich jako

| mmobi | i z aegsittaw vimiurkdck ktacjonarnych (np. z wykorzystaniem
zautomatyzowanego systemu nanoszen@zwala na jednoczesne unieruchamianie
i przestrzenne rozmieszczenie wielu r-Unych
wykorzystanie dostnpnej powierzchni przetwor
W przeciwie@twie do immobilizacjympwdep®&nen
ex situutrudniak ont r ol A nad c¢ z asaegnk iienm ear apkocd G o Chei nii dozrya

na Sledzewi Nzgprmioxzezppowi emackkmi® utrudnia o

powi erzchniowej receptor - w [ ocenn jednor
Ue i mmo eksltuwzyamajgea szczeg-| nej dbagoSci O sta
aby mini mali zowal potencjalne r-Unice mindzy

Jednym z g§ - wn punktu widygeniapao@t ar zal noSgc i wy t

j est uni eruchomi eni e \przetMornikavb poatdcipk | nd epbwivg C
o bardzo magy c Na pgowodzendegp prdtesimeac hw psgjzyemr eg r - Uny
czynnik wjakc h oc iwa OUlgy t n o S| otoczeniglah \Wazelkie wahania podczas

procesui mmobi |l i zacj i doongiNer pwonwmieir hego .oz mi es
Przykgademr jwsomi er me puwsYy alwamie efektu pie

(ang. coffee ring effegt co cznst o nzzakarazdaa ns iun prpylbraku e st o w:
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odpowiedniejk ont r ol i wi | g Atbryo Szcaiu t monait e/ tzroava | proce

stosuje sin specjalistyczne plotery, kt-re p
zawi eraj Ncych receptory. Dozowani e kropli
w kontrolowanych warunkach, czfisto z uUyciem
nakjgadanego roztworu zaleUy od konstrukcji d
oraz czasu kontak[l28) kapilary z podgoUem

Pomimopowszechnego obecnigykorzystania zautomatyzowanych metod nanoszenia
receppoobiwem ni ej ddrmrsdroovdrcchS oniakiydriyh wyawaniesit aj e
technologicznymPr zy k g adowy e fzeokstiluatgevgngnaRysuakwbi s k a

Rysunek 5.Zdj Anci e przedstawi aj Nce mi kromaci er z wyt wor zor

wykorzystaniem plotterfl21].

W teori,k aUde z p-1 testowyowh ppawbhnndenbah¢e
gfistoSci N powierzchniowN. W rzeczywistoSci
uni eruchomi one na powierzchni (czerwona r al
wysychania proces immobilizacji cechowag sin

W obliczu trudnych do pcraogbkloewm-twe gzo jweyden o rno
testowych masowo wytwarzanych mikromaciemzskuje na znaczeniu potrzeba opracowania
prostej metody kontroli ich wytwarzania [124]. Do tej pory nie opracowangednak
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uniwersalnejmet ody umo Ok e ywa & pblSicaed k omargtw receptorowych
w ukgadzie mi.Rakmnacipodz§ Byriudg ywnmoaN i wiemboy o d |
p-|l tejsewwgzrd przed r awpadynzduie | e mipatanggnyca y
bgnd-wich wyni kaj Ncych

Jednym ze sposakoBcikowarst wy receptorow
monitorowaniep r ocesu | mmobi | i z appgrzez wykoraystanieezbnams o s i Ng
pl azmon-w powi e r[2%]Fechni@ata pozwala@arBoRiRrpwanie interakcji
biagka z podgJoUem.Niestetywa pireypaed&zy wii sikysmo Sc i
takie podemBUi ewei do j, e apsotnoiseomaath i @ani er uchomi
zachodzexsituy, poza ukgadem przepgywowym

Innym potencjalnymr o z wi N jest nvykerrystaniespecyficzngo znakowana

immunologiczngo. U Uy @ir & e ¢ (np zhako@yanych fluorescencyjniskierowanych

przeciwko bi ag k u rece@zwaloave mwu e fokk teySwrem$ @i i mmo
bi oczNsta clzeetkéjeaidnor gdapb88ci powierzchniowe|j
p- Itestavych. | st ot ne ograniczeni e stanowi j ednak
przeciwciag, zwgaszcza wobec nowych antygen:
wielu biagek na wsp-lnym podgoUu wymagagdoby
kosztowne i zasochgonne. Dodat kowo, specyficzne ;
przeci wci agami uni emoUl i wi goby ponowne uUyci

Kol ejnN jestm-cwempiceg M meGlpioks @dak @wani a recer
przed procesem immobilizaci wykorzystanienz n a ¢ z np. Kluonescencyjnych124].
Niestetyt aki e podej Scie wi NUe sifn ze skomplikowa
Ponadtps pr zngani e receptora ze znaczni kiem taki
utrat N c wirdkdeitej frdced@k at aloencj al nym obni Ueni en
wi NONcych na skutekOkdemd $iznzfna oo nkgdptardrawij Nz a
moUe r-wnieU komplikowal odczyt sygnagu (np.

Al t er rdd tay wlo wy Usjesypcohs zmektiavtani e ni especyfi c
bi agekkt - r e uamwoddd i wjiaykstiSwe i z gnonokilizowanychr 2 c e p.t or - w
Chol podej Scie to |jest bardzi e]j uni wer sal ne
poni ewaU niespecyficzne zodwrachklnbéadaky mao:
p-¥fniejszego rozpoznawpeaneawy Bampmtl 6 dw lpomterzoIrie

biagkowych warstw recept oRysunkygch zost agy prze
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Mo
o : Js 2 "'

immobilizowane przeciwciata znaczniki powierznia
receptory biatkowe znakujace niespecyficzne immobilizacyjna

\ J
A B

. . celka przeptywowa
Specyficzne S$ledzenie procesu immobilizacji
immunoznakowanie w czasie rzeczywistym

| |
s4% o oo

C D

oo @ |

Niespecyficzne
znakowanie
Bioreceptory skoniugowane ‘

ze znacznikiem fluorescencyjnym

Rysunek 6. Met ody kontroli jakoSci biagkowych warstw rec
wykorzystaniem przeciwciagdg, B. Monitorowanie procesu

wyznakowanych bioreceptor-w,kDw. UUOycie niespecyficzny
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Podsumowanie

Uni eruchomieni e i przestrzenne rozmieszc
na wsp-lnym podgoUu to kluczowy etap w two
wi el oparametrowej . Prowegswaninamii NtUec hsniol o g e
wymagaj N odpowi edni ego doboru metody i mmobil

or az p o wtwarstradepiooopyciNa podst awi e wniosk-,w z ni
w ramach b a d ardEwijano kowalencyjne st r at egi e uni eruchamia
ze szczeg-lnymr owwidfaeE jedileatwo S dowi Nzani
w jednoetapowej reakcji, takich jak warstwp o S reezbudéwae z reaktywnych

kopol i med | fvt ovn p ey bpracowania platform z e g e n e rwawasl tnw\N
receptpoorporveNe z uni eruchomienie biagek maa pome
p o daghz§ o tonaatrénsparentnych foliach PEProponowang o d e j i&carykaza rh
potencjalngprzewagmetodyDDI w zast osowaniach mi kromaci er

poSwi ficonsoj aabnoa |piozzinea neg®y Wiwt ylkchadwsmonowar st \

kot wice ssDNA na stabilnoSi i ghnsuzysk8dychpowi e
met odN DDI

Analiza | it er isthigjeprpblemiskak w j p o wtizgskiwaaycn o S c i
g i s t poWierdchniowychu ni er uchami anlyic &y k cemgdagn istotniew
obniwlalr ygodnoBhal i z real i zommaundye$t zwa W oimorc N
multiplex W pracy zidentyfikowano tn | ukn badawc:
T met odn mapowania gfistoSci receptor-w w mi
odwracal nego, ni especyfi apegaenz mavkkowanir a z

odpowi adaj N na rosnNce potrzeby diagnostyki

wnoszNc istotne innowacje w projektowanie no

1.3  Strategie detekc;ji

Odpowiednia metodd et ek cj,i Ikty.grnMagmoUna zastosowal
w formacie mikromacierzy, powi nna ofegawal :
(i) w przypadku detekcji optycznejo U | i ogozySuiw trybie obrazowaniab skanowania
(i) dobmrNMzdziel czo§iorazp fviz edpawieadne vy ok Nabi | no Si
odczytywan emR6. Wsimmgumaplgtiormachd o wy kr ywani a or az |

41



oznaczanid i oan,glaikt rwwni edddai $§sgodcazehsitaestospvkanewy ¢ h
sN dwi e pods tdatekgaweaczsiktowasotar detekeja bezznacznikowa

1.3.1 Strategiewy k o r z yesnacanjkiN ¢

Strategie detekgji w Kkt - rych odczytywany sygnag
z i nt er arécepjoiowabn aljikto, wyakkoor 7 yesipdatkGMe zndkgveanie.
Naj c z isidtykarej e s t wykorzystani e p rskoeiugowasmch a g dr
ze specj al nN laBehub tak).NZoacztik defmiongny jest jako dowolna obca
czNst dub ckzaNsp kay § Ndozinaaguknao Ulj iNwiayak r yci e obecn
l ub aktywnopSciDaenzyti tuygmadu j est msedidgi wy dz
technik analitycznychw z al eUnoSci o dk tr-ordetganj unogma pzmgink d
[127], barwniki fluorescencyjne [128], izotopy radioaktywne [129], znaczniki
chemiluminescencyjng30], kropki kwantowe[131],jak ina n o ¢ z[182].t k i

Przykgady wykoraystangchwk -iwvnmunodet ekcj i bi omar k
znaj dufakelizi n w

Tabela3.Pr zegl Nd znaczni k- w s tdoos owyekir yyoma nw aifeRojimonsoatyeksetr a cwh i 1

Rodzaj znacznika Wykrywany analit Strategia detekcji Referencja
Peroksydaza ) _ Detekcja optyczna (utleniona
Wirus Zika [133]
chrzanowa (HRP) TMB)
Fosfataza alkaliczna i Detekcja opt
Wirus RSV . [134]
(ALP) nanoczNstk

Antygen powierzchniowy wirusa )
) _ ’ Detekcja optyczna
Kropki kwantowe zapal eni a wN _ [135]
fluorescencja QDs
typu B
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o i , ) ) Powierzchniowo wzmocniona
Zgote nan Wirus Zika oraz wirus dengi [136]

spektroskopia ramanowska

Izotiocyjanian Biagko nukl eoka-p Detekcja optyczna

. . [137]
fluoresceiny (FITC) CoV-2 fluorescencja

) Detekcja optyczna
Kropki kwantowe CRP [138]

fluorescencja QDs

Przeciwciaga ski

Peroksydaza ) ] Detekcja optyczna (utleniony
wirusowi afryka i [139]
chrzanowa (HRP) L luminol)
Swi E
Zgote nan ) Detekcja optyczna (utleniona
) Wirus grypy typu A [140]
jako nanozymy TMB)
Pierwsze immunotesty wykorzystuj Nce znacz
koniec | at 50. XX wieku dzinki bad®hli om RO

Zastosowanie radioizotop-iwpurkobloil airfiog cwy kst yiw
W o0sSoczu i t kankach, co przyczynigo sin do
ELI SA, w kt-rych radioizotopy zastNpiono enz

W i mmunodet ekcj i znaczni kowe|j stosuj e sior
zwykl e z koniugatem przeciwciaga drugorzndow
potrzeby.

Znakowanie bezpoSrednie upraszcza proced:du
w konstrukcji immunotestu. Eliminacja dodatkowej reakcji immunologicznej zmnigysza

samymr yzyko r eakt ywnoS8ciidzkr zpyr [#e2ndel3jvionstrikaami
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testu ze znakowaniermbez o Sr e dofegamnapr zy § Nznacenikasupr zfi Uonego
z pierwszorzindowym przeciwciagembkeapodnedgmgie
wi NOe sif z afpl i DeyitwdrkeRiy znakowanego immunokompleksu

w jednoetapowej reakcinet oda | est szybka i mi ni mal i zuj e
i N korzystnN w zastosowani ach wymd gdjyN g yecdhn a
pami Aital, Ue ograniczona dostnpnoSi komercy]
douprzedniego samodzi el nego sprzngania specyficzne

Znakowaniep o Sr edni e umoUl i wia stosowanie uni wi
drugorzidowych, eliminujNc koniecznoSi znako

skierowanych przeci wko wy krywanym antygeno
drugorzindowegeg gkonrinagawaki em, wi NUe sin z opr

l ub antygenem, kt-re pierwotnie zwiNzagy sii

(Rysunek’/B) . Zast osowanie przeciwciag drugorzndow
wizNeni e z wieloma epitopami receptor a, CO ZW
sygnagd, czyni Nc metodn bardziej czugN i uniw
zgoUonego i wydguUonego procesu andaolsittiypcnzonSe g

komercyjnych przeciwciag drugorzndowych stan

B ‘znacznik
- A
o
\

biatko

receptorowe
receptorowe

Rysunek 7. Schematyczne przedstawienl®ncepcji znakowaniaw immunodetekcji znacznikowej(A)
znakowanid e z p o §(B)zakowaniep o Sr edni e.
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1.3.2 Strategie kezznacznikowe

Al ternatywnN strategi N detekhegpoSygdagupw
zmi an fizycznycihntwyrnaikkcgjiNcmicid zzy Metdydept or em
bazunpalNg a S c achbiofizgcinych, takichjak masaczyg a d u n e k ,c zeNsit nei cnzukji |
potrwtebmnego zma kuomwalliiawi a o thd g w anEekolaraychw e
czasie rzeczywistynBezznacznikowe metodypt yczne opieraj N sif gg-
[144] lub reflektometrij w tym rezonansie plazmonowyrfil45]. Natomiastnajbardziej
znanymi platformami akustycznymis N mi kr owa g i k y1461 Plathorny ( QC M)
wykorzystuj Nce bezznaczni kowN transdukcjn e
odpowi edni ki znaczni kowe . Wyni ka to z faktu,

redoks, kt-re muszN byl zwi Nz44® z receptore

Rezonans plazmon-w powierzchniowych (SPR)

SPRj est jednN z najczisSc ibejznasnikovejbeshmikay c h t e
t a z posrdz pignaszyastosowana konstrukcjibiosensom optyczneg@rzez Liedberga
i Nylandera w 1982 roku, aw i Nkglejnychd z i esi n@as ioh e o i populsig® | e
narzndozi e®ci owe] adhdziakiyewg®at fedk kowych

W klasycznym formacie SPR i mmobi | i zacj a bi agek rece
bezpoSwederioe mikrofl ui &V e d megesueierachamiania U1 i wi
receptor-w w czatgmsamymkerczywli $t ymh gfis.toSci
Niestety takieroziNlz ani e nimrsalet yazmseo bdgr ani czeni e w K
typumultiplexg d wtl aki m przypadku | iczba potencjalny:
na jednym przetworni ku | est zpdrezteeprgnyi[td8pwwyacnha |
W praktyce ogranicza to madmhaksyneBiéni é¢palse¢ Unkc!
p-1 te[d4oAvyehnat ywN w t SRRizobragowaniemp @ drfguiacg e s t
Plasmon Resonance Imagji8PR). Jestopochodn N k| ajsgga nzagoa EP Rd 7 i
bazujenau k gieamikromacierzowyn.Z uwa g i na przetwarzanie sy
c a fowierzchniaprzetwornikamo Ue zost aha wgdoumiysetachomi eni ;
Warto podkreSlil jednak, U ezachodziexsituyppoeerk u S P
nakraplani e roztwor - - w bi oreceptor - wem w o k

mi kr of | ui dy c zcnoy np ouzrbzaNwdi zae nSiPaRi  mo Ul i woSci Sl ec
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rzeczywistym Sc hemat y adnzailaigzaantioar - w SPRI or az

przedstawione na Rysunku 8.

A

zaimmobilizowane ar ' '

biatko receptorowe oddziatywanie
! ! ! receptor-analit

zZwierciadlo N

Y “ .
O\
\ §
\ ¥ N
4 LY
."-.._ \\ Y

Zrodto swiatta —*'

obrazSPRi —

ccD

kompleks
receptor-analit

analit

v Vvy Vv l vV Vv

celka —

biatko Y Y Y v ' "

receptorowe «— ztoto
szkio — e ————

pryzmat ——
wigzka swiatta
wigzka swiatia odbitego
padajgcego
—— zmiana kata
odbicia

Rysunek 8.Schemat ukazuj Ncy r-Unice w konstrukcij.

skanowania kNtowego (B).
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W technice SPR wykorzystuje sin szklany p
najcznSciej zgot a, na Kkt-rym i mmobilizowane
spolaryzowane Swiatgo pada na przetwolnik, o
i wzbudzaj Nc pl azwpostagial geatrormnagnetycgrthnaigmanicg metalu

i dielektryka[150]. Rezonans wystnpuj e, gdy cznstotliw
pl azmon:. w, cCco prowadzi do maksymal nej abso
wsp-gczynnika zagamania Swiatga, =zaleUne od

na obserwowane przesuni ficzZaeginaginga srteazjoyn aknN\sto wpe:

Swiatga umoUl i wia monitorowanie zmian intens
kamery CCD (z anghargecoupleddevice, co pozwal a na obserwacjTr
r-Uni cowym. NatnUenie odbitego Swiatga (re
rejestrowane przez detektor. W klasycznym SF

kNcie padani a Skvarmdwanila bk N otweygboi.e Psr zesuni i
j est proporcjonal ne do ma seyzchri métalut e evynikuk Z Wi
odd zi adgnemeh@nionymireceptorarfii51].

1.3.3 Praktyczne po r - w n sdratdgiedetekciji

Do b -strategii detekcjiw immunotestachz a | ez(ayr - wad ovymaganych
do osi Ngni nandlityczoyehwg metdy - wUya k oiwnok akoszt - w a
For maty znaczni kowe charakteryzuj N sifi wys:«
a n a | nawet ngpoziomiesubpikomolarnym[152J. We wczesnych stadiach
bi omarker-w w pgynach wustrojowych bywa ekst.|
detekcjn metodamiledeakblaczmbkbowgmiwvani e znako
z wyUszymi k o stza kainmd h  pirnoudnacktcgwit d gyu Jonym czas
W diagnostyce POCT met ody bezznaczni kowe n
poni ewaU umoUl iwiajN jednoetapowe pomiary w
obserwuje sin wnadstudlosé¢nbyn!|l ®dmidar®E czuj ni k-
co Swiadczy o rosnNcym wdagnostyeermedyangdhlsd] t N t e

Anali za wi el oparametrowa, umoUl i wi aj Nc a
bi omar ker - w, odgrywa kl uczowN rol n w k o mg
w profil owaniu odpowiedzi i mmunol ogi cznej . C

stosowane,ensoryb ezznaczni kowe r-wnieU pozwal aj N na
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[154]. JednakUe ich zastosowanie jest ogranicz
of eruj Ncych jednoczeSnie odczyt bezznaczni
mikromacierzomymWart o jednak ppaekSe$lei iIhezGmaczni kc
monitorowanieo d d zwiaa@iyal i t - w z war st wN receptor owN
dostarczaj Nc tym samym Wi Ncej i nf or mac|
mi fndzyczNsteczkowych, [15615y m o kinetyce wi Nza

Podczas pracyprz-ebkmkm (hk suyowica,zasadagenerowania
s y g nakpraystywana w metodadbezznacznikowyctmo Ue o k fednakz na ¢t 8# Nc N
wadN, poni eobectbw sthdtardyémjoigphkr wimkieNz al si A z powi
czuinika prowadzNc do f ags Hg7viWe zdw dNeztknui czh  twymm,i k
projektowaniaego typuf o r ma te s,donieczngestzapewnienie maksymalnie wysokiej
s el ekt wiwN paaliu abioreceptorem.

W formatachwy k or zy s#anacinlsyghag t a oraz inne n
wyni kaj Nce ze zgo UmmesZc ip oma terwacly rperj-ebskiir oswha n y
od znacznika, kt-rego wiNzanie jest [147.duUe ]
Ponadto,w formacie kanapkowymz ang.sandwich format)jpodw- j ni e r ozpozn
molekularne przez receptdro d at k o wos ezlwd kitkysakomantaNiemniej jednak,
ograniczeniendlah et er ogeni cznych format-w znaczni kow
kompatybilnych p a r matchedc apstwoyrk-awz u | X c yacnhg . p o wi n
do r-8pythp-w wyzkNsytvweazekjis'y maga czasochgonny
optymali zacyjnych i moUe stanowil takichot ne
platform.Dodatkowow przypadku metodnacznikowycranal i za pr - bek o wys
analitu wi NUe si nlefekiuhakiz y kt emewppé Bgwania wyn
fagszywi ez upewmnduwc hnadmi aru analitu hypmuj Nce
kanapkowegoMe t ody bezznaczmy Kypkve vey I tapvwiskag i @ ki e g c
odmi ennemu mechani zmowi edzind amiwa,d ngyani ¢ avy rain
o0 szerokim zW Rabaidg preedsswidndg ® @&.- w papuldrneh strategii
detekcji wykorzystywanych w immunoplatinach z podzi agem n a Zne
i bezznacznikoweoraz ocenN uUytecznoSci poszczeg-Ilny

multipleksowychoraz zautomatyzowanych analizatorach wysokoprzepustowych
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Tabela 4 Por - wnanie najcziSciej wy khezenacynikowycl dechyik Hetekzjin a c z n i
stosowanyctw immunoplatformach

Koszt
aparatury . . Mo Ul i amali& |
. Mo Ul i wo SI ¢
Metoda detekciji do ) wysokoprze
multipleksowych
odczytu pustowych
sygna
Fluorescencja Niski Tak Tak
:
% Chemiluminescencja Niski Tak Tak
% Pomiary elektrochemiczne Niski Tak Tak
c
a Znakowanie radioizotopami Sred! Tak Nie
Znakowani e nai1 Niski Tak Tak
Mikrowaga kwarcowa ) ) )
Wysoki Nie Nie
(QCM™)
Rezonans pl a ) )
- . ) Wysoki Nie Tak
S powierzchniowych (SPR)
o
= Rezonans pl a
N
N . .
© powierzchniowych z )
S _ Wysoki Tak Tak
N obrazowaniem
@ (SPRi)
Powierzchniowo wzmocniona
. Bardzo
spektroskopia ramanowska ) Tak Tak
wysoki

(SERS)
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Podsumowanie

Met ody znaczeiwhpep, wi g dpRk29 g T ajsiitasen
w diagnostyce medycznej . Z kol ei strategi e
monitorowaniao d d z i a § yterand@itw czasie rzeczywistym, co pozwala paznanie
dynamikioddzi agywa® czNsteczkowych bTeadycyjnieo t r z e b
w opisywanych w literaturzgoraach badawcych, techniki bezznacznikowei formaty
wykorzystuj NedN 7z makdweamijaeo Udwie alternatywne strategie
detekcji

W niniejszej pracy doktorskigaproponowanp o d ej Sci e \wykorzgsgriij Nc e n
technik bezznacznikowch ( SPR i SPRi ) strategii detekojiov kpnatrkikaiji
i mmunosens,ogakrw wiSiEk®RU zupedni aj Nc e gharaktersizaci id z i a
oddzi aBywaé& zjcegstg- | ni e przydatne na poczNtk
i mmunotTeaskti-ew.wygodne narzhndzi empomagrowak dizi |
zrozumi el procepswierzchriZapdaplcrowmane pwmgdjcdci e
system SPR pozwataS | e dea é d z e avyyowa @&y ¢ h zdeaosynitarmlitmiw
wczasierzeczywistym a t akUe na kontrol fibina@elgnstoSci K
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Rozdziag 2

2. Cel i zakres pracy doktorskiej

Celem niniejszej pr acy noivych strategs Wyiwarzaniab y g o
i charakteryzacbi agkowych warstw receptorowych do mu
zwi Nzanych z zakaUeniami wirusowymi

Droga do realizacjtego celuw pierwszym etapi® b e j mowa § a rb aldnaymmiia n
aspektami procesummo b i | i zrecepjoriowyblp razjye ku Uy ¢ i uDDK,ontinvi ¢ DN /
za pomocN rezonansu pl (8PREanU nwadanenbi yedr oz crh-nw noi wey
opracowanignnowacyjnej nieopisanej do tej pory w literaturzenet ody kontr ol i
warstw receptorowych w formacie mikromacierzy SPdRi czego wykorzystananionowe
barwniki jako niespecyézne znaczniki r e ¢ e p tboira- gwk oumigreachomionych
na powierzchni przetwornikaDalsze badaniami a § y  m@macowanie wniwersalnych
strategii immobilizacj b i a g(eZa r - adwmcalnych jak i nieodwracalych)
na powierzchniaclk ot ych or aiz 9$ pid awalhewRET imoiUch wykor
w konstr ukcj.iModelowenecemdrye b € f mowagy przeci wci aga
biagka o charakterze antygenwoiwsa®ARS¥V-2.y m bi ag

Opracowanema omaejSacgewni eni e moUl i wbuSci un
grupmodelowychr ec epnoezwal eUni e iodwg a$ic isworSajeatt ivgNin i e
i mpl e mevwybta@ g jofi r o zdof Bz enanbltiplaksowych

Na drodze do osi Ngn ischatakieryzowangvybeame cinategiee g 0 C
(pasywnN iamnsoobriplcijziia,cj ik o waylkeorr czyjerizNe jndircazzn i k1w
deek c jSPR. Ost at ni m z celpmacyz Nstkowyalpr oj ekt o
di agnostycznych do wy krywani a bi omarker - w

serologicznej. Kor zy st aj Nc z reaktywnych kopol i mer -
skonstruowano Il mmunotesty na el astycznych
o znakowanie enzymatycziec h pot encj al nN uUytecznoSi zwer

bada@®, analizuj Nc rpobeaoyzhyowias tj epropd- vbRkti e s ud ioamg rc
COVID-19.
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W ramachpracy doktorskiejzaplanowanon a st fi,p u § X c 2 eaganij dadawcze,
kt -myah i zacj a scykludar tsy Kiu p-ow s awklowy c h:
f analiza tmesodpnwmmbbiulmozld djwiickgnitlacharianie
na r-UnychgpgowdoW®aehoty,ch i polimerowych)
f weryfikacjai st o twipogS/esiki§ a d u monowar st wy zawier aj
or az c 7 wtechionfetdiik oni ugat-biwa gkhbA nai gsitsatbo §in o &
powi er zchni owalstwheceptgréwycmynobiiizowanych poprzez DDI;
1 opracowanienowej,g agodn e | dl a unii«kempatyhiloept en o h k Ni ¢
SPRi w formacie mikromacierzowymet ody kontr ol i jakoSci W
z wykorzysaniemodwracalngo znakowanra barwnikami anionowymi
1 zaprojektowanie strategii unieruchaiania r ecept or - w bi agkowych
konstrukcji i mmunot wsoparcm o det e kamjarit z n i(zkagowahie
enzymatyczne} wykorzystanienelastycznyctp o d o Uy i reaktyywnych
T weryfikacj awytwdizonyehrpkabB8orm w analizie pr
(surowica krwi) na potrzeby diagnostyki serologicznej CONHD

GQ: - wadanibadawcze zostagy przedstawione w form

fiFse

opracowanie nieniszczacej
metody kontroli
jakosci biatkowych
warstw receptorowych
mikromacierzy SPRi

N

p =
\/ )
\( ' -
66 8060q s —>
<
analiza dostepnych metod o o ) )
immobilizacji biatek weryfikacja stabilnosci konstrukcja platform ocena uzytecznosci
umozliwiajacych i gestosci powierzchniowej z wykorzystaniem platform
b unieruchamianie biatkowych warstw elastycznych podtozy w diagnostyce
na roznych podtozach receptorowych i reaktywnych kopolimeréw COVID-19

Rysunek 9.Zadani a badawcze wyznaczone waukoayolesctha nowk INcy c bt
podstawn rozprawy doktorskiej
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Rozdziag 3

3. Komentar z do cyklu artykug-w naukowych
doktorskiej
Cy Kkl publ i kacij.i naukowych, kt -re skgadaj

przedstawiaopis baddEnad rozwojemnowoczesnychh mmunop !l at f orm umo Ol
mul tipleksowN detekcj n bi omar ker - w zwi Nz s
z wykorzystaniem dw-bezinacanikave] deatekciv SPRazdetdkai j i
spektrofotometrycznej w oparciu o znakowanie enzymatyc8 t o peblikace r y
naukove, z kt-rych pierwsza ( Pploz onsat acjhea rtarkztye r( K

prezentuj N wyni ki oryginalnych bada@ ekspery

31 Projektowanie warstw receptorowyc[Rll]do zas

We wprowadzeniu literaturowyifwv podrozdzialel.3 Strategie detekcliwy k az ano, Ue
immunosensory zastosowaniemezonangspl a z mopp wwer zchni owych ( SPR
zdol doShezpoSredni edd z inepdiyniiaiEozwa nbii awczasies t e ¢ z k
rzeczywi stym bez konieczTnao Scéc hsat ocsowraini 8P R n
atrakcyjnym i przydatnymnm a r z n avzprojektowaniu warstw receptorowyagblatform
biosensorowych.

Projektowané b i a § k evavstwe receptorowycto d powi edni ch do anal
rzeczywistychi kompatybilnych z formatami multipleksowymvy maga doggnbnej]
dostnpnych strategi. i mmobilizacj. oraz zr 07z
kt -re mogN pmqEdsywal k mjai . War stwy te powinny
adapt owealzrnyd Sc i NecthwodSacstNo sowani a do ,noavytcak Be
moUl i woSci N regeneracj i, czonikpayimadnaestbea wi el
z nac z pbgoesgenigegop ar ametr - w .anal itycznych

A artykule P1 przedstawionopz e g | Nd dloit tyemzaNtcnyo ws zych osi |
i i stniej Noskediek ovy 2 wia @k avj | warstw receptorowy
Stanowionni ezbndne wpr o wekshengmertamyclapisanyohavd kol&nych
pracachw c h o d z N ¢ y ctéj rozpraws. MVGadykiule P1 przeanalizowané p or - wnan o

r- Unor odnwytwarzaniabd v § k oway st w recept or owych, a |
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wybrane ] strategi i u na potencjalmemmUb hiva Scrieceps b
diagnostycznychuzyskanego immursensoraWyko n a ny  plitemtarg PIN dozwala
wy r - Uiewi o dgkipyanetodunieructa mi ani a r ec e p tPierwszawnidhi a § k o v
obejmuje wykorzystanie fizycznej adsorpcji
skutkujNce | osowN orientacj N wobejMzeametodyh r ec
ukierunkowanej immobilizacjiwyor zyst uj Nce powi nowactwo bi ol
W artykuleP1p o d k r euSdarnentalinef- Un i c e stategaiiimdhabifizaci
orazzawartos zczeg- owe om- Wi e ntege zagadrienjgvcym metodd e j S
fizycznych, takich jak adsorpcja elektrostatycznachemicziych, kt - re zapewni aj

pogNczenie, ale mogN wpgdywadwinkz &moynd o rzamapcg Wi

Zwr -cono szczeg-IlnN uwagfi na nowatorskie po
(zar -wno przeciwciag, jak i receptor-w anty
z zachowaniem ich stabilnoSci i aktywnoSc

z wykorzystaniem bakteriofag:-w, bakteryjnych
kotwic DNA (DDI). Wy k onany ligmtarevgwskbduen a r osnNce zainte
badaczymo Ul i wnorftardwdhigpr oces - w zachodz Ncycwczasiea p o wi
rzeczywistym oraz wykorzystania metod immobilizacji w oparciu o powinowactwo
biologiczne.

W publikacjiP1podsumowang § - wgramiczeniav z ast osowani u i mmun
SPR do diagnostki medycznej.Jestto m.in. adsorpcjas k § ad rziglo-Uw ny c h ma t
bi ol ogi ¢czny megatywkiewprje weab gaM & g ozgskiwalylchwy ni k - w.
Wartym podkr eS|l eni a wnsitoasbkiilenno §ie scth ermiwenzineal of r
procesu wytwarzania warstw receptorowych Nmd 2o st aj N wyaogicanymja mi t e
kt-r enegabygniéwp gy wa l na wiarygodnoSi [ odt war z a
Te wyzwaniapozostaj N r-wni eUinngtkt uwaldd enjmwa gl @ sl & mw
czy s edhsioa§ avjfohmagieddiekcjimultiplex co podkreSl a uni wer
przedstawi onej probl ematyki. Aby sprostal t
nowatorskich metodrytwarzania charakteryzacjwarstw immunoreceptorowych c o st ag o
podst awN mea da® rkapda k m@danychiwarykul®3. Z kolei propozycja
odpowiedzinavs pomi nane wyzwaeispezwif Nzamé& adsorpcj N

kKl inicznychprocesivinthapno8Seablji przedstéawi one zo
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W pracy prRlegd Ndrogv®ljUpen 8 smedt od wykor zyst u
powinowactwo biologicznePDI wyr - OUnia sifn moUliwoSci N pr
powierzchniowep i a § e k n a.Pmadio,steategitrunmmoi U1 i wi a ef ekt ywnN
warstwk ot wi cpNpyeclez zni szcDNA-DNA duphelws Nwych
mechanizm kotwiczenia receptor - w strategigyDDb wy ¢ h .
zostaga wybrana dochdartykslePR.ch bada@& opisany

Nal eUOy w tym miejscu modiksrtenSlejiNcijyednadkor
|l iteraturowych pogeéejwmuz Hoyah bi aaowych war
z wykorzystaniemDDlI st osunkowo nipe wiy&Ijlamunaiaagis ldda d
war st wy khkoniugatycDNNiciegGkppowo monowar stwy miesz
sondy ssDNA iczynnik b | o k upjoNaciye r z c hni i, O)toramoczysicrapip e g ni a
uzyskanyc h D¥Asbn i amjgicmiarav e agent - w, wn i sezzewzi eNyz- al nnyoc
niciDNALW obliczu doniesi e® wskazuj Ncych na st os
ni ci DNA z grupam caomi mao wtyymn ibd aige&k ak oni eczno
DNA w reakcji koniugcji, j ego obg amo$ii | mdjGeko tdroyt Nda mz ez au
problem wpgywaj Ncy negatywni e na efektywno
k ot wi [LZ8N Ebbldanieliteratury przedmiotu medstawione w pracfl u mo Ul i wi § o
dostrzeUenie niszyl dpsiaevcize | met akdl ojgeisit wyt

warstw receptorowyclz wykorzystaniem DDISpostrzeUeni e to stanowi

dosformugowani a i p-FfniejszefdotweazyNdejacmoUlh
poprawy g ist o Sc i powierzchniowaj] tryencepdmy mw C bu
i mmu n o s ekanstmowamych w oparciu o DDpoprzezo pt ymal i zacj A skga

kot wi czNwgkorozryaszt ani e odpowi edni o éhd aygkoc z 0
o preferowanej stechiometrii 1:1.

Zgodnie z przyj nt ypmiz ecgellNadmil ibtadeilaat @uarywymwiiwg a
ni ezbndne wprowadzenie @®o al & dasfiacréceptbronycho | e kt «
uki er unk o wuyjbNardzi¢jmawanaowanych strateginmobilizacjiiws k az uj Nc
napotr zebn opatryamadgomroassy i
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3.2 Badania nad warstwami receptorowymiw opar ci u o hyfmkoydyzac
fundamentrozwoju adaptowalnych platform multipleksowych [P2]

Maj Nc na uwadze nisidjsaej mmaprgvoywiaktorskiejakiml by § o

opracowani e adaptowal nych bi agkowych war s
do multipleksowe]j detekcj i bi omar kpgracaP& z wi N:
odgrywa k1 uc pegowdalizacjio® gii sw n e W niej bsaidia ni a
nas z cz eym-zPaumieni pr ocdo-war zyismiMNalyichi zacj i bi agel

kotwic DNA oraz ich optymalizacjina potrzeby konstrukcjinowoczesnych platform
diagnostycznych opartyata tej technologii.

Przeprowadzone badanmai a g y mmian dczeyl wiem ryyf mik a chadawckej pot e z
dot ycz Nc estechionediiy woy stko®diugat-DMA nhivgdRpnoSi ic
immobilizacjnawa r st wa c h lpaktytych sord&bydowanymi z jednoniciowych
kwas:-w nukWepinewwshym et api atykePd skdhiugoywanos a ny c b
dwa rodzaje mo d e li obnviyacthk or ercuekplt eoa k avp-€owv-2 u Wi r
or az przeciwciago p r z eeaktywrleoui Iz Kkatwicemi eDNA, bi a g
a nastipnie pr ze pemeszanidyzporeakcyjrejcaz ysozmozeNn ic hr o ma't
jonowymiennej Metoda ta wykorzystuje- Uni ce w czas ac hmieszarting ncj i
uzyskanej po koniwagji, kwy miekimnychNyad-uwmlozdzi el anych bi omol
chromatograficznemu oczyszczaniwd a o d ¢ z e € p b UNd a n ep okzoomspt oanj eNnct e
w mieszaninie reakcyjngor e a k ¢ j i (Rypunek divgpahbtika@i P2 orazRysunek S1
W supl emenci e) tdeok itee gjoa karwo/lkrnuegg,u ni e s MNpmiy wg owa
stopniaoczyszczenik o n i u PNAEp-rwz e canakcii naejirocdsuiDDZ o st ag z bada
przy ®WPR @i sensogr amy bpizdpkowaszonyoyanalizkzéseawiono
naRysunku 2ar t yR2UKrizy we asocjacij.i (wyni kBNANce z
z komplementarnymi sondarmnieruchomionymina powierzchnichipa)z ar - wno wol ne
DNA, jak i koniugat - w bi agk oseysachniu phromaafrafiaznymp o o]
przedstawione nRysunek2Ap ot wi er d z a jnN e Ipio pidvipenengmieszatiny
wznaczNcy s poNsocds immabKiZzpciic@cept or - w. Charatgrk owy c |
oddziagywania ni eoczy swacrzsotewpN h jUeksotyn i d ¢ a to-dwd z i
wol nego DNA, co wynika z d&ul0egdwsoetdictzeini a t
i przypuszczenia ipdr 7yeNczani e kiretycznied agvlo ivg eNm dva @ yc h

strukturDNA-b i a &rkypuszczenie tos n a | dodatawe potwierdzenie w wyznaczonych
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stagych kdmaenaglktzengbadsn p oy ahe o dRysunka2ZBy 2Cani a
oraz Rysunek S3 w suplemencie publikacp2). Oddzi agywani e kotwic z
cechowaga =zar - whasocjiacj lds £,51 L 1€°AW k &'poSr az ni Usza s
dysocjacji kompleksu (K=195 mMw por - wnaniu do parametr - - w
koniugatu DNApr zeci wc i a § & =(@,b3410°PMwW .séidkm= 5a9 nM). Wnioski

ztychdo Swi adcze® jednoznacznie wskazujN na pot |
poreakcyjnejzm z wi Nzanych nici DNA.

W toku dal s zpyocphr abnaNd ae@ enkatdy wn o S ckoniugat wt ab i |
DNA-bi agkpez war st wystrategitDDli ga N-c @®n a brodzaje sond
oligonukleotydowych unieruchomon y ¢ h na p owi e rdmodzér ohemisapgjo t a n .
w tym klasyczne DNA oraz jego analptj. PNA (z ang.peptide nucleic acid ~ Z N(Adhg.
zip nucleic acid)(Rysunek 3 w publikacji P2). W przypadku PNAstandardowy szkielet
cukrowof osf oranowy zostag zastNpiony neutralnyt
(polimerem opartym na #R-aminoetylo)glicynie) natomiast w ZNA oligonukleotydy
sN sprznUone z kat i on o wWgienmodyfikacjd mb a falk elmi spe
zmniejszenie odpychania elektrostatycznego
nukleinowych co by potencj al yiges t a&hwii Inrkes &I uzyskanych
Przeprowadzone badan@f ekt y wno Sci hybrydyzacji i mmobi l
w roztworzeu j awni §y ,pozaao N N dliske idwukrotniewy Us z N ef ekt y wi
hybrydyzacjiw por - wnani u do DNA, podczas gdy ywepheypalkiBNAI
nie obserwowano wi Nz ani(Rysukek3BwlpeblikaciPar nej s ek

Bazuj Nckachpo myapowemacj aguwspkavd ejrNcyhoni na o
gadunek powwargtwnikowwi czNcych zawierajNcy«
(odpowiednio-38,2 mV dlaDNAi# 7, 8 mV dwya nZIN OE )h zaptasowardei , Ue
kationowejwa r s t wym& Ketzigstniewp gy wal na st abDNAmty81 dupl
samymnas t a b ikloma Siid & & Beeptoowych unieruchomionych w wynikiDDI.
Wykorzystwjh®MPRA sprawdzono prawdz(RysonBki5 t aki e
w publikacjiP2.Co j ednak z awdkzak3aphsenjeowa Npyo@saz N wi tlaj no
tworzenia dupleks@NAE-DNA, nie zaobserwowanp o d wy Us z o n e | stabilno
hybryd wzglindem kIl a-BNAcw nwahm umikdcly d niDNKI e |
Podsumowanid ad a & ayaht ypz W sond ol i,gowukymo&Eyeawy e

unieruchamianiaond wugwnwew!l ogt-ww rnzee ni e, kadalt gyhtexa s alvpo g - w
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a takwhbeyw na gadunekt p® aviTabelwbashgietentu publikacii
P2Wni oski z ni ejn ap gzyanuNicaeU aw snki aez ubyiibigzachsond f e k t y \
ZNAw por-wnaniu do kIl asprczyyi adbooaselShNyec hz n
kosztach ch syntezy. W obliczu braku istotnych z:
Z NABNA, W szczlmaku o hpdrcmoSci na obni UonN si
(copozwol i goby obni Uyi wpmhganiwaswpgbiwadaemchk
i mmu n o tweopdrciuvo DDI,m. in. na etapach przemywapiav dalszych badaniach
wykorzystywano warstwy kotwiczNce zawieraj Nc
Kolejnym krokiemw ki erunku optwasmkotr weciciz NDOKGladdo
by d cddpbwiednégo czynnika wy p e § n i. 8jtyxhccelgpoo r - w tizg patarne
ligandy r-U0Uni Ncel &s tiy cwinelSkdtilNéGmatkaptah&ksanol a | n N
oraz tiobwane pochodngoli(glikolu etylenowegopc i i Uar z e c¢ odpswieenmz k o wy r
800 i 3000Da. Odpowiedzi SPRzestavione naRysunku 6 w artykuleP2w s k a,z WPEG
o cinlUarze <czNsdezicaka vejakoctzddvznmbD i z aylpeedpi ec z a
ni es pecyofripeczjkdd bbeidange go we wpr owad prazrgengie d o u K ¢
mniejseprzeszodysteryczep o dczas pr ocesmo wi WezRaEnG awo TN A Ua r
3 kba Jednoc smadzoner - wniwegdyw gifistoSci powi er z
na uzyskiwanposlyghaNge SPR h.Wbcelyudygkaraaonjarstw z D N A
kot wiczNcych 0 r-Unych g sentd oBNAi g Hgnepowi er
wsp-gi mmobilizowan80& jtald o%anoaghki eeEGrozci e E
stosunkach molowychVnioski zd o Swi adczeni a Rysuhku $/ w sokweaznuejgho, r
UArozcie@®zonaod warstwa uzyskan-800wstasenku k oad:
mol owym 1:4 wykazywagzd ool whdraampldneraabe) hig p s z N
DNAni U anal ogutwoazwaaspwaez Anierocie@ zonNc¢
Celem sprawdzenia, czayar st wa kot wi czNca o uprzedni o
zapewniaodpowiednie warunki devydajnegoi specyficznegainieruchomienik oni ugat - w
DNA-p r z e c i psrzeza [GDp przeprowadzoncsekwencyjned o Swi adczeni e w
kt - rego unieruchomi ®NAa pmra skihiugap wieoa-BNoGabdl n i |
procesy by §ye gzeankeay@@ozystbnien 50 mM roztworu NaOfRysunek 7
w publikacji P2). Wykazanowy s oskkNu t e cegeneré8ji z a rna etapie zerwania
wi Nza® w dupl e kisiuegnipbtws,t agkh i i mmponetabi® mp | e k

i mmunoznakowania zai mmobili zowanydkble tkakni ugat
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obserwowanych Zz mi anp b sszyagrnaacghu sSe€aRea Bimitg wic z vy
0 wysoki e] sel ektywnoSci i mmobi lwicza&jni ej(
przygotowanych p-| testowych zawieraj Ncych
wskazuje nabr ak adsorpcj i ni especyficznej bi agka
na moUliwoSI wykorzwstamaalpopadd@vaneqgd er uc
receptor-w biagkowyndh Up owp rwzae mwvgckzlh przepgyw
Podsumowuj Nc, badR2dowi o psizycazneeghalizapreagl y
parametr-w, takich jak czysito@hstkoSii ugawi evr :
sond DNA oraz rodzaj czynnika wy pnei geegoNvoyy k a ZstofiyNvp gy we fre&k t y wno S
wi Nzania przez war st wh -bk cat@idcszaNceN nhawecje liegja t i-
wprowadzone doproceduri mmo b i | i zamrm ¢ WN s Wwia @ dzpunktu widzéhia N

dalszgo rozwoju zaawansowanych platform diagnostycznycbparciu o DDI.

33 NieniszczNca met oda kwarstwyrrezdptorowejavkoonfadei bi a §
mikromacierzy SPRi[P3]

We wsthnpie | it eBatjurkowy mvnapabpdeminesajj we
Rozprawy (d@3dmakdziBddnpebiuki wania metod ko
bi agkowych war s tw formagache pikronracevzgwydinwytwarzanych
w procesach immobilizacixsituPod kr e Sl ono, Ue brak dokgadnyc
do ocenytakichwarstwstanowi ograniczenie z punktu widzenia ich rutynowego stosowania

W cznSci d o Savtykejdu®2 adprez=ijtowanowy ni K i badaE
zaproponowanymnowatorskn p o d efn $Ioi ekont r ol i jakoSci war
w systemach SPRI k t wykomeystuje odwracalne znakowaniepowierzchniowo
uni er ucho mibarwnikant antorioayndVis t H pna bse lwanlpkjlwgaj Nc a
na zbadaniu kinetyki ich wiNzania z zai mmol
kr - lizazymmowNk8PRBGep ul i b a doawryickjedmwmePdhceauu
S(PS)c z er (E doBi(AdmmavBlack1l0B, AB) orazb § nbkyllarttowyG-250(Coomassie
Brilliant Blue G250 CBB-G)wy kazuj N zdol noSi do bo@&aykaean n
(Rysunki S1iS2s upl ementP3. artykugu

Schematp r z y jpracederry badawczeyrilustrowany naRysunku 1A obejmuje
w pierwszym etapieunieruchomieniemo d e | o wy c ih trafsfergng§jie Kk pr zeci wci a

kr-liczegbprkdysyUy @iGu knlaa spyocwi neergzoc h9tRR z ot e g
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Proces t en p 0o zwo | pracesunnanobitizacii wt crasi® wecnywisgym

oraz wyznaczenieg ist o Sc i p o waimenokilizowamyctobwi egj ke k zy st aj Nc
zR - wn a rpiizealstalvionego w publikad®3,wi NONcego zmi anii kNta r e:
zasocjowanej na powi ekrazlcdhonricaazhogsod n e moWlr eBé e by
powierzchniowej zaimmobilizowanych r e ¢ e p.t Rrzetwatnik z unieruchomionymi
receptoramio znane|j gistoScpr pomwéoezaercdhnnawejipni e d
gdzie prowadzandalszebadania naith odwracalnym znakowaniema p obarargkN w
Sensogram r - Uni c o Rysunk PQRlustryeo d wz aoqd cvaiSdagy wan

wybranych barwni k-pr zaoi wo io av§ € imierukhomidnymc z y m
na powierzchni Obraz CCD uchwycony przed i po znakowaniu potwierdza Ul i wo S
wi zual i zac pdpowieezcheiptmiresvwpecyficzny <charakter
z biagkami (zar -wno prze&dkolevibakagamalUaljmkj iz m

sygnagd!| &PRtref w kt-rych nie zostago zai mn
oddzi ajiyiwhzZEy b aa wp b H,gomipewierda s e | e k | wybnany®
znaczwik!l Wwd e ndakbalteangtgvk et kadmt rol i jakoSci bi act
receptorowychw pr zedst awi onych badaniach wybrano s
pomocN o ogobranycevdzrgil i d em zreic Rysunek&IBw publikaciji P3).

W kolejnym etapie pras kupi ono sin na opt yzgskahia zacj i
moUl i wie wysokiej czugoSci znakoRyauneka3A za po
w publikacji P3 ilustrujew p § y wmegitthn a ¢ zodppwietlzi SPRila PS, ABoraz
CBB-G.Zaobser wowano, Ue najbardziej efektywne
zachodzi w Srodoawd$S kaua kovmtSpByam mrez ywjl fat 0P Sp H 2,
glicynaHCI) z kolei w przypadkuAB i pH 4,0 (bufor octanowy)Celen dok adni ej s z
poznaniane c hani zmu oddz-bagygWwanwapbsarwnedadanoy c h p
wpggiwgy jonowe] (st nUeni aABM@ALBB-G (Rysunak@B).o wi e d z
W przypadku czerni amidowejjwa z ze wzrostem stfinUenia soli :
c z u § anSkowania co potwierdz glol uczowN rolfn oddziagywaGE
w wi Nzaniu tego bar wnibkgan kzi thui abgrky#dl tainrt eotoe mvoiz I\ |
opiera sin gg-wnie na oddziagywaniactak hydr o
znaczNcego wpgywu .na czugoSi odpowiedzi

Jako, Ue maiodea mapawanidai a J e k powi powichma owyd |
nieniszczNca dla uni &r uotkamidoanl yscehy © ih ® cheapdt aodE]-y
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oddzi a grgziwarm bawnikana zachowaniez d o | nionbncoibi | i zowanego

dot wor zenia i mmonakompakeikBnwSI warlkdtogtyle ecept
i stotne, Ue s ane ap rpoocneosc Nz-GRask prowad2ddBwoztworze
oni skim pH, typowo stosowanym do reduwoner acj i

glicynaHCI, pH2,0). NaRysunku 3w publikacjiP3przedstawiona n a kmianatpowiedzi
biosensora SPRi na przestrzenz cdu&ykli, w r a ma ¢ hnagtrazyk roziworaCBB-G
poprzedzae b yy gspecyficznym immunoznakowaniemjednego zbi a g e k receptor
(kr-licze®omig&zy specyf i czmakgwanieimwprawadzenp e c y f i
etapy regeneracjiwarstwy pr zypadku obu mooldeal avayuora Cbyila § elke
receptorowa tyl ko nieznaczniZar twmxci wswogMNp
i mmunoznakowani a, j ak i oddzi agy we spadki z b a
odpowiedzi (w obu przypadkachspadki po 6 cyklunie przekraczg¢y3 0 % wz gl ndem
wyj Sci owe gTe ziang m sayj@adypisae naturalnemystopniowemuprocesowi
degradaciji i desorpcjvarstwy Rezultatyb a d\aylazg y , nastia/ki roztworu barwnika
CBB-G w buforze o pH20 nie wywoguj N dé¢z3younejat ydegkag
i mmobilizowanych kowal encyjooe poewiept oz aw ni
dl a warstwy receptorowej charakter proponowa
ZbadanddorelaghilmUé& dzygnagdgem SPRiI wyny kkuamydmd zi ag
barwnikb i a ggkfos tao Sci N poec epPobhwobivilo t o na oceni
met ody pod kNt em Wiynkarle szy ip rozSezyskanssyveihaejUNmeS ¢ i
dla znakowaniatransferyny i IgGz a pomoe &lch wybranychla bar wn
immunoznakowania (jako metody referencyjnej)o sytpezédstawione na Rysunku 4
w publikacji P3. Analizauzyskanychwy ni Wy wa z a § wszystkleh trzédh dadanych
bar wni ka w akUe dl a mapowani amaUIlwiywkeo rjzeysstt amyi zr
w okr eS| onylcihn izoankerj e pmackher N ca8ppwiedzi SPRigninst o Sci
powierzchniowejb i a Fellecydowani e najlwtlds dDNegpbu Ppadiacze
powierzchniowych (odpowiednics,6 RU/ng L mm? dla 1IgG i 4,4 RU/ng L. mm?
dla transferyny) uzyskano przy pomoanakowania CBBG.Nal e Uy jednak zwr -
Ue uzyskane r - Wrzigt éobydnmnc Du @ ®ki avctpr zypadku zn
rodzajem barwni ka wskazuj N na hapotizebyanaliz o ST w:
i 1 oScilUzyskamehwynikipot wi erdzi gy hipotezn, Ue prze

stosowanaddo | o Sci ogdpt oBenypowierzchni owe | uni er u
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Wtokudalszychb ada E wst npni pozwecy & (g kopracawaioeg o wa n i
metody do mapowania i agek unieruchomionych .fPodoider c)
taki e, w przeci wi e @Es tmenowarstvama pewierzehBinAu stinowb a d a n
tr-jwymiarowN matrychi umoUl i wi aj NcN uzysk
powi erzchni owych u n,i ce ropisgwamoeiezep W @ublikabjii PA.g e k
Dzinki temu podgdofinacMdrdt wnawaNi zgohybi agek
Rysunek 5w publikacji P3 przedstawiaz a | e (6nyay$hSPRiwzyskanego w wyniku
oddzi a gaywmikmii aBysumek5Ad | a kr - | Rysunek §Ballatragsteryny)
lub i mmunoznakowani a zaimmobilizowaeychenp tskajdzie WCMD.

Do immobilizacji wykorzystand o0zt owr y b i a §leOke g ¢ oEnadzdie jako a ¢ h :
s t i1 UwmysokiegH)l ub 5-ocezgnfawlz one | ak o Asbtyn (Heorkigea dmii sekji ¢
il oScioweoblklail etown& c s tSPRiuzyskanedlastyghpdrva: gcun  dlat 1 Ue E
kaUdego.Pz zlyijaagek Ue im bliUszy jest stosunetb
powierzchniowyb uzyskanych w wynikukowalencyjnej immobilizacji w warunkach
przepgywymyddbadkgadni edzwiedcedigyrzeds@mwionekiorklacje.

Wa r t ou®yskanychws p - § ¢ z yonpniisku-jwNc y ¢ h relacj e por
a gnstoSci N powodsumawarerTabelwlN pibiikaciiPd gdnoznacznie
wskazuprNopoltecj e pomifidzy r-Unymi gnstoSci ami
CMD zdecydowanie najlepiej odwzorowuje ¢ h znakowan ibawnika#®S pomoc
Przypuszczal nym wyt guma c z e nbardzmszybkakieetyka gegoa n e g o
asocjacji, skutkujNca Jat woScivwstruktyrzeyicadela dc
nawet w przypadku icl u Uego upakowan. aUnys kpaormei er gz thinti a
przesgankfi SwiadczNcN o duUej uni wer sal no
implementacjadoknt r ol bi p § k wassgwiredeeptorowych uzyskiwanych na innych
podgoUach wy mabgaar ddzailesjz lysgsahcaze g - §owy c h

Ko &Ec owy m watidacp eopracowanej metodyb y g a ocena ulOyte
w zastosowaniacimikromacierowych. Wtymcelypr zy g ot o wa o archgektarzef or mn
mikromacierzyna chipie SPREZ unieruchombnymi exsitut r an s érazpy m Blci wci age
kr-liwzygmst aci po-zlr - tUe s togmwsyet a0eSjC | powierzchni c
te osi Ngnifito poprzez naondosZedoe n@WIm-glérme >t
p o d gNaBysunku 6A w publikacjiP3przedstawiona a | e (proor8 dciegestrgwanymi
zmianamis y gnag -w wyPnRiku oddzi-bjg@whimmamoziakowamia i k
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jako metody referencyjngjpst it Uerné aent 0y t wc h do . ichmemaizai | i z a «
potwierdi J a kl@aUdy 2z trzeoh bhghEnuywol! i wi a wi zual
a t &k (bek nyen&ékmesactdl a kt - rych zaobser wowamao elJi ni

i 1 0Sco ®aviNi gnstoSci powi er z c h mriecughenionych i a § e k
na powierzchni CMD. Br a k obserwowanych zmi an sygna
bez zai mmobil i oaawmn@lgiowolSi agwiazual i zacj i obu

do Swi a dotwierdzf Modatkowop o UNdnaineys,pecyfi czny charakt
barwnikb i a.gWsop o mni ane zal et yi pstopmoawiwne@gz ewag v
nad immunoznakowaniem

Podsumowuj Nc, bada®3do wopdizsNa, n eUew oadrw ryakcual | en
barwni kami ani onoimjminijsggszNesKumet¢onndN kontro
warstw receptorowych w systemach SPRiykorzystanie niespecyficznego znakowania
umoUl i wia szybkN wizualizacjh receptor.-w or a
Opracowananetodykab i d NaegwaUni ej szym osi Ngni figastem opi
nowatorskimn a r z m dvsipé gm ajoNMdav - j pl atformwbubkh§adaohy
mikromacierzowych

W tym miejscu chci abaddnigdnotwspgdnrei ewy k ol &
bar wni k- w domapowanidvy ek owych warstw receptor ow
w formaciemultiplexb y BoptynuowanePrace taikierunkowanoma s pr awdzeni e mo
adaptacjopracowaerj metodyki do charakteryzaajiarstw receptorowych uzyskanych innymi
met odami , ze s zc ze gnmbbiizac z wykarzgstamiem rpowenowaewa
biologicznego Pokazan , j @est mo Ul i w evybmamgch baovsile wdorkongoli
j a k onérstw receptorowyctb a z uj N cmetotkie DD& (opracowagch w ramach
publikacji P2) oraz z wykorzystaniem powinowactwkaptawidynabiotyna Potwierdzono
r-wnizazmakdwanie biagek ani onowyms mbdrwrziolsa mil
skutecznie wykorzystane d o kontrol. ginstoSci powi erzchn
unieruchomionych kowalencyjnie n@ o d § o kaebakéylovanych o zr - Uni cowanyc
architekturachpowierzchni Wyniki zebrano i przedstawione manuskrypcieo roboczym
t y t Brhcéical AndMechanistic Insights into Receptor Layer Quality Control in Lefoes
SPRi Biosensors Using Clidkiology Approaches , kt-ry |Jest obecnie n
przygotowaniainieno Ue byl dwgNogkxdmy publi kapfzedjoNowne]l
rozprawy doktorskiej.
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3.4  Platformy immunoenzymatyczneskonstruowane na baziee | ast ycznych po
PET i reaktywnychP4dkopol i mer - w

W tym etapie prac badawczycskoncentrowanc i N opra@waniu elastycznych
immunoplatform kompatybilnych z formatem multiplex w oparciu o znakowanie
enzymatycznelPunkt wyaSowhl mi a gy relkiywrynmikopohneeldamiz o wa n e
folie PET, zaS cel em zmiyajuyzowanyghelastyernygp od o Uy t est ov

do wykrywania r-Unych klas i podkdaoamd kNimum o
diagnostykiz a ke @8RSCoV-2. Wy zwani e badawczePdpmidg ijt @ svi
aktualne trendy diagnostyki medycznej , gNcz
z moUl iwoSciami miniaturyzlaogafili integracij.i

Prekursory do wytwarzani a poayskaotwwamaada kt y wr
wsp-gpracy naukowe|] z i n sgrupa badawcra p®fCMarcellC w M
Chiari). Reaktywne kopolimery zawieglayv swojej strukturze odpowiedagrupy funkcyjne
(odpowiednio:- estry Nhydroksysukcynimidowev polimerze MCP2 orazgrupy azydkowe
w polimerze Copoly Azidg) co u mo Ulgiokva rat r ol owan N cizmNmo ®iclzie k e
posiadaj Ncych w st iresztydibenzoeyklapktynowgDB@ON[159]o w e
Struktura i szczeg-gowy skgad kopolimer - -w w
immobilizacji ¢ z Ns t mac iche powierzchniz ost a gy pr z ekgsankua 81i o n e r
w suplemencie publikacp4.

Multipleksowe patformy diagnostycznep o wi nny umo Ul i wi-dinywpk r
przeci wci advybranynzamtggenstk o W z wi Nz kwmdanitaymr ozpoc
od selekcji antygenuwirusa SARSCoV-2, w ramach kt,- rég¢ pmltavti feonr
wykorzystuj Nce nuldloenemnmo twe i \nURBIDYNaRO eecdptprit o r
bi ag,koofwneerzubjlN UonN cizu g SnimkNot est - w . Zeuwamil ogi c z
na omawialNs zer z e j we wstipie [5Lltld8i amar &kweym @k
wirusowychi mmu n o g eraz mvyséki poziom ekspresji P, btd zaoj sk statpcznie
wybranedod a | s z y gako niodetbwy@ntygen

Aby oc en irddzajmppojdygwo Ua i sposobu i mmobiliza
serologicznych test:-w immunologicznych oraz
por - wnanomat e Uolangrpwe w rol i podgo Uy Podczasmunot e

eksperyment - w , zaiolbs evr waumiesychmaadik wekombinowanych

antygen- - wmeodatijiontheo bii | i zacji maj N o wiele wih
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czugoSites mmu mipadkuimnmpbilizowanychp r z e ¢ i(Rysuriela § P9.

Dlategotym bardziegasadnewya@d § o si i poszuki wani eauryskanvei Nz a GE
stabilnego i efektywoegro- Udg wh Nzpaondigao Ul i a gwe k
elastycznych i cienkowarstwowych kompatybilnych z technologiami mikrofluidycznymi.
Wodpowi edzi na sf or mu,goopracowanigpminiatuioveygiiatfioramd a wc z y
do test- -w i mmunwkeraystanmatdyoddRFTmo ilgfi kowane war
kopolimeru MCP2r eakt ywnego wzglndem grup aminowych

Potwierdzono przewagn kowal encyPHTe | i n
modyfikowanym MCP-2 nad pasywnN adsorpcj N, wy kazu,
serologicznegow obu stosowaych strategiachznakowaniai p o Sr edni m i bezpo

(Rysunek 2, P4 . Format poSredniuzdsdkatnk cwgonaa 8w ailt ing
wy Uszych ddyag ntaef - ws a me | pr - bki surowicy zawi e
nukleoproteinie SARS CoY, d zdodatkaweja mp | i f i kacj i kordugag na g u
pr zecadwaligaog gondo we

Kolejnym etapem badawczyrh y zastosowanie immunoplatformy PET opartej
na MCR2 do anal i Prgedstavion® n&ysumke B w artykuleP4zal e Uno Sc i
zarejestrowanycts y g n avg -fwnk cj i r oz 3ApdEcazze G tstulleo @i @Iy z €
monokl onal nego pr zeci2(@R) wobo praygakkach ¥ c &2eRi® Co V
zakrey z a r - dynamicznejjak i liniowej odpowiedzi St a n o wi t glatfdroyw - d , i
skonstruowane na foliach PET poligh MCR2d aj N moiUl a Syoan@tizwer - b e k
pod kNawarprodSedi wSARSEoV-a modatkowg na podstawiekrzywej
kalibracyjrej (Rysunek 3B) wyznaczono parametry analitycznetestu w formacie
bezpoStudkaiomd p o wli ienlifwozakiesies t 1 B2O@Eng/mlkomercyjnych
mysich przeci wci a{pARECAVRKk | pmay ngehnajntgr ani cy
wynoszNcej 2,73 ng/ ml

Weceluwer yfi kacji uUyt g onmanopftdormandai apgondGa G z A
z 0 s zastgsawanaajpierwdowy kr ywani a podkl as przeci wci ac¢
i IgG4) w surowicy pacjenta z potwierdzonym COVID, a n a s t prpetesta@van®®
pr-bek spacywieay- -wdz dodatnim i ujlémoand mk Mtyeam k
zawartoSci specyficznych(Rysmnek d avi puldikagi P4). k | a s
Przedstawi one wydlkomusykrywpnych &g ujsiNecWeéi cznych pi
uzyskanes y g n(avjayr talms@Manc)idl a surowic dodatnich sN
dla pr-bek ujemryzywartphbSékvaandpwRdoN)Ngnag-
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dl a pr - bekzwi ji &3 appdwdjone @dchylenie standardowe Podstawowe

parametry diagnostyczne testu dla klas IgA i Iglakela 1, publikacja P4) okreSlonc

na podstawi e wszystwhi ¢tiagrbstyczmynwibreika s o uHoB% (

pr - bek pozytywnych poprawni e skl asyfi kowan

negatywnych bgndnie sklasyfikowano jako pozy
Re a s u ndetychtzas opisane badaniaartykuleP4 dotykg Nz er egu aspek

aplikacyjnych d ot y ¢ 2myct ywecatr z a n i konstpuovdjamidigturowych platform

multipleksowych z det ek cj N i mmuNemréen fegnakazapropanowisina
metodyka kowalencyjnej immobilizacji z wykorzystaniem reaktywnego kopolimeru-RJCP
c h evykazujeistotn@ r zewagi wzgl fdem dotychczregestwy kor z
w stanie w pegni sprostal wyzwaniom wyni kaj N
Uzyskane wyni ki potwierdzidgy wczeSniejszN hi
bardzi ej uni wersalnych podej Si do i mmobi | i

na efektywne unieruchomienie receptor-w bez
Takim podej Sci emoinewitvwoald@ulePliR20 zost ago

Na podstawi e powydks zryrmetodykenpisanavikpublikacji P2
postanowionos pr awd z i | mo Ul testoi@rhunoknaymatycznegk w jformacie
mul tipleksowym na foli.i PET w oparciu o meto

Do b adia@® Ineam®blnafaliachlPETwykorzystano reaktywny kopolimer
Copoly Azide kt-ry umoUl i wdlick chengsaryk c jhii o ¢ zyput e & z k a
posi adaj Nc gibeizocyldooknpwe (DBCO). W r amac h bada®& ws
pot wi er dzon o pracesti kowalegcyjmejoirBniobilizagiodyfikowanychDBCO
sond ssDNAna powierzchnieaktywnego kopolimerQopoly Azide(Rysunek 5A publikacja
P4). Technika ezonana pl a z moppowiwwer zchni owych z obrazowani
Sledzeni e w c zoadsdizel amfzgenmcazhyewnesnttyamm nego DNA i K
bi agkbak wytworzonymi waBatwame WwWypkwizagbcy ik
skuteczni e zapobiega ni especyficznej adsor
uni eruchomieni e sond DNA oraz-biianyrhkawbi pbopac
hybrydyzaocjcizyni ten kopolimer odpowiednim do
w procesie DDI na folii PET

Zarejestrowanezmi a ny syngan a § k wt e k wi NzBNAibd aGlomi u
widoczne nasensogramach SPRi Rysunek 5B, publikacja P4) potwierdzigy sk
immobilizacjiobydwumo d el owych bi agek receptorowych (n
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przeciwko ludzkim 1gG). Co szczeg-|l nysekainsot ognet oSuci p ow
recepmhnabardzopodobnym pozi omi e, n i, eostarowi U mii ea g d

jedzhNpotetycznych przewag metody. DDI nad kow

Ostatnim el ementem prac badawczych, wa Un
rozprawy, b Yo ¢przeniesiere strategiii mmo b i | i zacj i reczeap tpoormowc Nb i
hybrydyzacjikotwic DNAna pod b &mp &tEibi | ne z d#&tcelkcj N z
weryfikacij.i poprawnoSci (przépravipdzaonola o Sscki oormsyt r tu e
serol ogiczny przy uUOyciu l udz ki (Rysunek 6A owi cy
w publikacji P4). W pierwszym krokupozytywniez wer yf i k owa pac yfoisd anjamS
wi Nzania awatstwiv pecepgptorowN i mmobilizowanN

Dalsze g8 cze@ - Badamiapot wi er dzaj Nce postul owany

immobilizacji poprzez DDI (Rysunek S3 w suplemencie publikacjiP4) wy k ayz a §

U aunieruchomienie e cept or a IfdliazipnddyfivoeaneCopolg Azide zachodzi

prawi e w poprikez ztwdrzenie dupleksu DNBNA. Potwierdza to fakt,

i (hie zaobserwowanoni especyfi cznej ads or ppozbawionknmo ni u g a

komplementarnych sondoligonukleotydowych. Na s teipm o Swi adczeni e S

weryfikacjn hipotemgUliatwaidapktformdnaltipeksavith e j

w oparciu ozhakowanie immunoenzymatyczpezy pomocymetodyDDI jako podstawowej

strategii immobilizacjiJ ednoczesna i mmobilizacja dw-ch r -

pozwol wirgwanre@r zeci wci wg prabkwonb syntetycznyc

pr zecilgtczi ea g Bkomdreyjgaych, jak iw  p r - Ibzkcaywiktych(Rysunek 6B

w publikacjiP4d. Co szczeg-Ilnie waUne, niezaleUnie

z przypaddwanejedytieS e a dsoywgyn ad pochoda&kykontr ol ny
Wyniki zawarte w publikacjiP4d o wo d zsN\t, a nlbewi Nce gg§- - wny el e

w niniejszej pracyfolie PET funkcjonalizowane reaktywnymi kopolimeramiroli p o dyj o U

test-w | mmunoemozgginanweaitihech gni waoweczesnyelz woj u

platformmultipleksowyctdo diagnostyki serologiczndprostota procesu wytwarzamieo d § o Uy

modyfikowanych kopolimerami akrylowymi z reaktywnymi grupami funkcyjnymi

(na przyk®a Capolye AziddébRz ichk ompat ybi |l noSi z r- UOn

immobilizacji stanowiistotny aspekts p r z y ppaapolNaniyn owoc zesnyc h, pr ze

system-w di afogBreynzad yedH zastosowanich zar -

klinicznych, jaki systemachypu POCT.
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Rozdziag 4

4. Podsumowanie

Niniejsza rozprawa doktorska, bnfndNca cyk
naukowych przedstawiawyniki baddEd ot y c z Nc e  pnoveogzeshythplatfarm i a
immunodiagnostycznycd o mul t i pl eksowe|j detekcji bi omar k
wirusowymi W ramach pracyrzeprowadzona n a ldatyzhizas wykorzystywanychetod
i mmobilizacij i i zddfimowane &lpczowe -wyzwaniaz nimi z wi Nz ane
w kontekScie mo Ulniawodk&stiukcjiiplatiorm mv dosmacies mavierzy
bi agk.owych

Wy kazano, Ue me U ® d az o pivbdzeniem wykorzystana
dorealizowanego w jednoetapowym procesi@ i er uchami ani a zr - Uni cowe
struktury bi agek, takich j ak p Wdpveodniompc i a J a
iU kluczowe znaczenie dla zapewnienia odpo.
i mMmmunoreceptor owych uzyskiwanych poprzez DI
chromatogr af i cz nbiiea gkkoon iou gkaotn-tw oONoAvanej st echi
Badani a pot widemdzi goydpoWwe edni ch komponent - w
w tym skgadni k-w niereceptor owwphytwak inah sjzak
par ametwi N\wanych z jeWybumkppkoowympiegmi acz a
o cinUarze czNstecpkawgld oekdgjgaoBO9mDEOMpPTr o
zachowanienpr zez wamn$mnmwidci wi Nz an-DNA akzapewniergeant - w b
ochrony przed ni es p eRzedrowadzoneNbadaniasz avykprzysgtadienb i a §
techniki SPR i SPRidowodngj,y i U D Drategiq ienabilizacji pozwala nszybkie
i odwracalneunieruchomienie - ydmb i a g e k r e cap@Merah 6 w yndidontacie
macierowym. Zast osowani e powi nowact wa bd fod kotgy verzh e
regeneracjn wanatwkuéeépdyg s kowic BNAjz koniggatami e k s - w
DNA-bi agko

Opracowana metodaapowaniak ont r ol i jakoSci bi agkowych
z a p oauvwracklnego znakowanai alj@kwni kami ani gmd wySmii owiNo
i j ak ocStcd roavikt warsywz racegtofrowych w formacie mikromacierzy SPRi,
zachowuj Nc aktywnoSiKabldoyl ozgifciznnaN rddeegoeoeld toyr p- own .
bar wni k- w unikdowezajety,dajie jakwy soka czugoSi w przype
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G250, agodne warunki z prayadkw ezermi amidowejHL08%z dou) U aw
l abil noSi k o mpil ®@klksa, bwdanwikaj Nca jego szyb
obserwowana w przypadkonceau SWy k a z a p@mcowanelmetodg nak owani a bi ¢
powierzchniowych s N kompatybilne z r- Uny mi podgoU
do kowalencyjnejimmobilizach i age k na pr zvetynwzanonowaksavantypuS P R
SAM i warstwami 3D z h y d r karGb&synuetylodekstranu)Na | e Uy podkr e S
U gpo odpowiedniej modyfikacjppracowane metodg aj N Bz hn s osowani a
w przypadku niekowalencyjnych strategii immobiliza@gakich jak DD), coby o obi ekt e
dal szych bada®&® Kkt -rych wyni ki nie zostagy u

Zaprojektowano i przetestowano elastyczne immunoplatfornuzyskane
z wykorzystaniem folii PET funkcjonalizowanych kopolimera#CP-2 oraz Copoly Azide
Przeprowadzonaa pomocN bezpoSr edminead d ziammuwarsivewmn aakvew
receptorowych o Uonzy ch mmobi |l i zowanych apnottywgi eenr-dwz i @ i
i Bowal encyjna immobilizacja biagek2pozaaapowi er
o s i Nkijkukxoiniewy Us ze ghst ooerie cpeopwiogrozwe vmiani u do p
adsorpcij i, cCo przekgada sin na winkszN st a
ni especyficznych oddzi a@Byawa@Eiva twysktamzahyys e rUcel
polimery umoUliwiajN efektywnN i stabilnN i
w  formacie znacznikowym wy kor zyst uj Ncym znak)pwani e
jak i bezznacznikowymz( d e tSePKR)j.N Zapr oj ekt owanes kplt &@tcfzammMNm
i  wi arayngaoldinzNi r - Unych kI susowicachpadikémas: - wrgecp wz
COVID-19. Na podstawiewy ni kamal i z 28 pr - b stwierdzome c zy wi
i Ommunopl atformy PET cechujN sifn 100% czugo/
w wykrywaniu PSARSECoM-2wc i @@ pot wi e r dagilacyjimyc h p ot
w diagnostyceserologicznejZ ai mpl ement owani e strategi. DDI
PET pot wi erwlszziejcoh s tjregnn o S| detekcji knaltipleksdwé.c i e
Zadenmon st r owhaset yc®Wne podjoUa poli merowe w podN
i mmobilizacji i znakowani a mogN byl wykor z
di agnostycznych typu POCT, umoUIl i wiaj Ncych
wirusowych.

Ni niejsza praca dostarcza nowych rozwi Nz

warstw receptorowych or az wskazuj e kl uczow
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i funkcjonal noSi. Uzyskane wyniki stanowi N
immunoplatformami zgodnymi z wymaganiami nowoczesnej diagnostyki multipleksowej
I syst emintwf-cdrey p u

NajwaUniejsze osi Ngnifcia badawcze:

T Wykazanie przewagi DDI nad klasycznymi m
uni wer sial j@a$avwoiSecriuchami ania receptotnwchb
podgoUach.

1 Opracowanie i optymalizacja metody DDI d o uni eruchamiani a
[ rekombi nowanych antygen-w biagkowych na

1 Zaprojektowanie nieniszczNcej met ody kol
umoUl i wi aj Ncej mapowanibd agimkrmmaSierdzowygho wi er
platformach SPR

1 Stworzenie immunoplatfornma bazie foliiPET funkcjonalizowanych reaktywnymi
kopolimerami do diagnostyki serologicznej orazwdr o Ueni e stratec

namodyfikowanychp o d GtoPEEw konstrukcjiimmundlatform multipleksowych
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Abstract: The rapid progress in the development of surface plasmon resonance-based immunosens-
ing platforms offers wide application possibilities in medical diagnostics as a label-free alternative to
enzyme immunoassays. The early diagnosis of diseases or metabolic changes through the detection
of biomarkers in body fluids requires methods characterized by a very good sensitivity and selectivity.
In the case of the SPR technique, as well as other surface-sensitive detection strategies, the quality of
the transd ucer-immunoreceptor interphase is crucial for maintaining the analytical reliability of an
assay. In this work, an overview of general approaches to the design of functional SPR-immunoassays
is presented. It covers both immunosensors, the design of which utilizes well-known and often
commercially available substrates, as well as the latest solutions developed in-house. Various ap-
proaches employing chemical and passive binding, affinity-based antibody immobilization, and the
introduction of nanomaterial-based surfaces are discussed. The essence of their influence on the
improvement of the main analytical parameters of a given immunosensor is explained. Particular
attention is paid to solutions compatible with the latest trends in the development of label-free
immunosensors, such as platforms dedicated to real-time monitoring in a quasi-continuous mode,
the use of in situ-generated receptor layers (elimination of the regeneration step), and bicsensors
using recombinant and labelled protein receptors.

Keywords: SPR; immunosensor; antibody immobilization; medical diagnostics; gold functionaliza-
tion; non-specific interactions; self nbled monolay

1. Introduction
1.1. Advantages of SPR-Based Immunosensing

SPR detection is classified as a label-free approach in which the generation of a
measurable signal is directly related to the act of binding the analyte by the receptor
layer. This attribute bestows the universality of SPR biosensors, since each molecule
bound to the surface, regardless of its chemical character, can be considered as a specific
signal carrier. Thus, direct detection of interactions by monitoring changes in the surface
plasmon resonance seems to be perfectly tailored to the signal transduction of affinity
sensors, with immunosensors at the forefront. This is an undoubted advantage over the
methods typically used in medical diagnostics, like immunoassays labelled with enzymes,
fluorophores, radioisotopes, and nanomaterials, since in these methods, the introduction
of an additional labelling is inevitable. The need for the conjugation and purification of
secondary bioreceptor complicates and extends the whole analysis. In turn, the extra steps
of antibody/ conjugate binding and enzymatic or catalytic reaction are often required [1].
What is more, for the most common sandwich assay format, the use of a previously selected
and matched antibody pair is required, which is not always achievable for small or unusual
antigens. In such cases, the advantages of SPR-based approaches are the most visible.

Sensors 2021, 21, 781 https: / /doi.org/ 10.3390/s21113781
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Label-free methods are easier to design, thanks to the simplicity of a sensing mechanism
that naturally mimics the occurring interactions of antibodies with specific antigens. In
turn, the affinity-based mass association on the sensor surface, which induces the change
in the local refractive index is convenient for optical signal acquisition by tracking the
associated SPR resonant angle in a label-free and real time format. Thereby, the analysis
of interactions with layers of immobilized antibodies or antigens on SPR transducers also
provides auxiliary information about the thermodynamic aspects of the immunoreaction
and binding kinetics. Thanks to this, over 30 years from its first application (1990), SPR has
become the gold standard for studying biological interactions and—apart from being used
for direct signal transduction—also acts as a reference tool, which is indispensable in the
development of other classes of affinity biosensors [2].

Molecules within the range of the SPR evanescent wave generated at the interface
between metal (typically gold) and the dielectric (typically a liquid medium—buffer or
tested sample) are responsible for the change of the refractive index (RI), and thus, the
SPR signal depends, to a certain extent, on several factors [3]. The main factor is related
to the molecular mass of the bound object, which is mirrored in changes of the local
RIL The distance of the captured molecule from the Au surface is also important. The
effect of analyte binding on the change in the SPR resonant angle is the most prominent
in the immediate vicinity of the metal, and it decays exponentially as it moves away
from the plasmonic metal surface. For this reason, an analytically useful range of SPR is
not more than 200 nanometers for the classic SPR wave generated on macroscopic, flat
transducers [4] and several tens of nm (~30 nm) for the localized SPR occurring at the
surface of nanoparticles [S].

Modern medical diagnostics, ranging from screening tests for the rapid detection of
civilization diseases’ biomarkers to the detection of viral and bacterial infections, is largely
based on the detection of specific, rare proteins [6~10]. A common feature of most of these
types of molecular targets is their relatively large mass and wide availability of high-affinity
antibodies for their detection. Both features make protein biomarkers attractive SPR targets,
providing the possibility for their direct determination. In a classic format, antibodies play
the role of ligands, and an analytical signal results directly from the act of the specific
binding of the target antigen. This is the preferred format, as it enables detection directly
in samples without additional steps, either during the sample preparation or during the
analysis. However, this does not change the fact that in many cases, it is possible to use
indirect formats, such as a sandwich or competitive/ inhibition SPR assay. In most cases,
it is dictated by the low molecular weight of the analyte or its very low concentration,
resulting in an insufficient sensitivity of the direct assay [11]. However, the immobilization
of an antigen is not always forced by circumstances, and it can be chosen, e.g., when
this format allows for its convenient attachment, which is often the case with labelled
recombinant proteins. Due to the high availability of universal coupling agents and protein
conjugation methods, it is possible to easily adapt the format of the SPR assay, depending
on the requirements of the specific analysis

SPR detectors, like most of the label-free ones available today, do not distinguish
specifically bound analytes from randomly adsorbed interferents. For this reason, SPR
biosensors are particularly prone to problems with non-specific binding during analyses of
complex samples and the determination of the ultra-low concentration level of the analytes,
which are common for medical immunodiagnostics. Problems with the adsorption of
body fluid sample components may be reflected in the deterioration of key performance
parameters, such as baseline stability, limit of detection (LOD), and lifetime [12]. An
insufficient fouling resistance of the immunosensing layer disturbs the sensitivity and
selectivity of the assay defined in biomedical terms, which is understood as the percentage
of false positive and false negative results and may result in a failure of their validation.
This is why so much attention is paid to the appropriate quality of SPR intermediate
immunosurfaces for application in medical diagnostics in the literature [13].
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Since its first application, a number of methods have been developed to employ SPR
for the sensitive detection of bioanalytes in complex samples. The current and main trends
in the development of the SPR-related techniques for biosensing are focused on:

e the development of universal substrates for immunosensing, enabling the simple and
cheap fabrication of high-quality receptor layers, aimed at improving the sensitivity
and selectivity of sensors [14];

e novel approaches to signal amplification, which are particularly important in the case
of the determination of bioanalytes occurring at ultra-low concentration levels and
low molecular weight targets [15];

e new strategies of plasmonic signal transduction (single-particle and transmission LSPR
sensors, Extraordinary Optical Transmission (EOT)-based sensors utilizing plasmonic
nanopores, or sensors using meta-surfaces and metamaterials) [16-18];

e possibility for the simultaneous determination of more than one analyte (multiplexing);

e miniaturization of detectors, development of portable SPR systems for the on-site
detection and adaptation of commonly available instruments to the role of detectors
(e.g., integration of SPR platforms with smartphones) [19];

The ongoing development of SPR-based biosensors, both in the context of improving
key parameters of receptor layers, as well as methods and instruments for data acquisition,
expands the application possibilities of SPR and related techniques in medical analysis.
These aspects are comprehensively discussed in recent reviews [1,5,15] and graphically
summarized in Figure 1.

multiplexing - SPR microscopy
« /imaging

<
SPR-related
techni :> EOT and metamaterial-
Sniques . » based sensors
development "
«

miniaturization - - localized SPR

Figure 1. Current major trends in the development of plasmon-based immunosensors.

1.2. Antibodies as Affinity Bioreceptors—History and Recent Trends

Immunological receptors are commonly believed to be the most powerful recognition
elements for biosensing. Due to their unsurpassed affinity and specificity of interaction
with a variety of molecular targets and universality, antibodies have become the flagship
biological receptors, with by far the broadest application in clinical analysis and biosensors
construction [20]. In 1890, von Behring and Kitasato reported the existence of an agent
in the blood capable of neutralizing diphtheria toxins, and they called it “Antikérper”,
which was later translated as “antibody.” Antisomatogen is the name given to the material
that causes the formation of antibodies, and the word “antigen” is a contraction of this
expression. More than a century of research into the structure and function of antibodies has
highlighted their complexities. Antibodies possess many unique properties, such as a high
diversity (binding to a wide range of targets), specificity, and structural integrity. While
individual immunoglobulins bind a narrow and limited set of ligands, as a population, they
are capable of binding to an almost infinite number of antigens of little or no similarity [21].
Immunosensors are based on the concept of forming complexes, which are a product of
the interaction between antibodies and their targets. Antibodies were first used in sensing
applications in the late 1950s. Their rapid kinetics, specificity, and ability of antigen-binding
in both artificial media and real samples caused their extreme popularity as major parts
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of receptor layers [22]. Antibody—-antigen binding is mediated by the existence of amino
acids at the paratope-epitope interface. It has long been debated whether the interaction
between the paratope of the immunoglobulin and antigen epitope is predictable, as this
breakthrough would completely change medical biotechnology. Nevertheless, this is
currently unknown [23]. The most frequently utilized antibody isotype is immunoglobulin
G (IgG), both mono- and polyclonal. The first one, which is able to bind only a single
epitope, had been the most expensive and desired for years. Nowadays, it has changed
due to the development of genetic engineering techniques and worldwide concem for
animal rights, which resulted in them becoming cheaper. By contrast, polyclonal antibodies
are becoming rarer. Moreover, to avoid batch-to-batch variations, which are common for
antibodies produced in animals, antigen-binding fragments (Fab) produced in bacteria are
used, instead of whole immunoglobulins [24,25]. The expansion of alternatives to classical
antibodies led to the development of novel techniques for their manufacturing, isolation,
and selection, such as phage display [26], artificial cell surface constructs and production
in plants [27], generation of single-chain fragment variable (scFv) [28], among others [29].
Moreover, new types of protein binders have emerged, such as affimers, which are able to
withstand a wide range of temperatures and pH levels [30], or camelid nanobodies—the
smallest naturally-derived fragments, which can bind an antigen [31]. While there are
more replacements for classical or recombinant antibodies and their fragments, such as
aptamers [32], common immunoglobulins are still on top. Their main advantages are their
availability, cheapness, and facility of their conjugation and tagging.

The number of articles that are published on the topic of SPR immunosensors has
rapidly grown in the last few years. The dataset retrieved from the Web of Science database
on 22 May 2021 was based on the following search terms: (SPR OR surface plasmon resonance
AND immunosensor OR immunosensing). It includes 7803 references over the last 5 years
(2017-2021), of which most are in the last 2 years (nearly 2000 each). The advancements
in the field of nanomaterial-based LSPR immunosensors, new formats, and designs of
receptor layers, as well as methods of signal enhancement for sensitive plasmon-based
sensing, are behind this intense increase in scientific output.

1.3. Main Challenges for SPR Immunosensors in Biomedical Diagnostics

Biosensing in body fluids, such as serum or blood plasma, is challenging due to the
occurrence of an undesirable non-specific adsorption, resulting from the complexity of the
sample matrix [12,33]. To provide clinically relevant results, numerous strategies to improve
the analytical parameters of SPR sensors are currently being developed, among which
two main trends can be distinguished. The first utilizes the amplification of the affinity-
based signal by introducing additional labelling steps (e.g., with secondary antibodies,
bioconjugates of plasmonic nanoparticles, and other particles capable of generating changes
in the local refractive index). This strategy has very good results in the case of low-molecular
mass analytes, but it takes place at the cost of an increased complexity of the measurement
procedure and the label-free detection format. The second approach is focused on the
broadly understood improvement of the properties of substrates and layers that play the
role of a transducer-receptor interphase. A number of examples have been described
in the literature, in which the appropriate architecture of the receptor layer’s substrate
affects various aspects of the SPR sensors, starting from the improvement of the sensitivity
of detection (increase of SPR angle shift), through extending the surface available for
bioreceptor binding, and ending with lowering background signals by developing layers
with an ultra-low nonspecific adsorption [12,34,35]. The surface-related approach seems
to be a challenge of particular importance from the point of view of SPR immunosensors,
as it allows the most convenient, label-free working principle to be maintained. The
development of high-quality immunosensing platforms allows us to fully reveal their
greatest potential, i.e,, their application for rapid and real-time diagnostic purposes.

The selection of an adequate immobilization strategy is vital for the success of the
whole SPR biosensing platform. The receptor layer for applications in the analysis of

105



Sensors 2021, 21, 781

50f35

complex samples, which meets the requirements of modern medical diagnostics, must be a
compromise between various aspects affecting its analy tical and working parameters. The
most important issues cover:

() The metal-receptor interphase thickness—the introduction of linkers/spacers ensur-
ing the separation of the immunoreceptor from the surface has a positive effect on the
thermodynamics and kinetics of the antibody-antigen interaction. It also facilitates
the surface passivation and minimization of the impact of non-specific binding. How-
ever, an excessive distance of the biosensitive layer from SPR-active surface results in
a significant decrease in sensitivity.

(I) The surface density and architecture of bioreceptors—a high receptor density repre-
sented by protein binding capacity of the interphase is always desirable due to the
increased sensitivity of the immunosensor. However, the use of very dense receptor
layers with an extensive 3D architecture may generate steric hindrances and problems
with mass transport, affecting the response time and the ability of sensor regeneration.

(Ill) The method of the immobilization of recognition elements—compounds used to
passivate the transducer surface should also offer the possibility of a robust, covalent
attachment of the Ab receptor layer. On the other hand, site-oriented immobilization
via affinity interactions (the use of recombinant/ tagged receptors or auxiliary proteins,
such as superantigen-like proteins A, G, and A/G) supports the preservation of the
native form of receptors and the appropriate orientation and exposure of binding
sites.

Both the classic SPR on the surface of macroscopic transducers, multiplexed SPR imag-
ing (SPRi) assays, and the newest plasmonic technique—localized SPR on the surface of
nanomaterials—have become attractive platforms for the construction of immunosensors
for medical diagnostics [17,36]. The mentioned methodologies of SPR-based immunosens-
ing, regardless of the receptor layer design, offer specific advantages and have different
limitations in terms of detection performance. Classic SPR sensors, thanks to the possibility
of differential analysis with the use of a reference cell, enable the efficient suppression
of various types of interferences, both instrumental and related to surface processes. In
addition, such devices typically work in the angular scan mode, which offers the best sensi-
tivity to detect shifts in the resonance angle in a wide range. However, it can be achieved
at the expense of the complexity of the detection system. SPRi immunosensors provide
attractive platforms for the simultaneous detection of multiple analy tes, with the spatially
resolved detection of reflectivity changes. It is typical for this type of device detection
systems, which are based on the analysis of images captured by a CCD camera, to offer
a slightly lower detection sensitivity than an angular scan. In turn, the main advantage
of immunosensors based on the localized plasmon resonance of nanostructures (LSPR) is
the simplicity of the detection system based on transmission measurements by recording
the absorbance spectrum or even by tracking changes in the absorbance intensity at a
fixed wavelength. The analysis of the shift of the LSPR maxima requires a high resolution
of detectors, but they are much easier to miniaturize. Unfortunately, due to the short
range of the LSPR phenomenon, the possibilities of designing immunosurfaces with a high
anti-fouling resistance are limited. However, thanks to the appropriate modification and
use of signal amplification, it is possible to detect small and low-abundant analytes by
means of LSPR immunosensors [5,18].

Biosensors exploiting the unique plasmonic properties of gold, regardless of theem-
ployed format and the signal generation and detection mechanism, require a careful design
of the receptor layer. Therefore, apart from the intensively developed new detection for-
mats, such as the use of gold nanoparticles as plasmonic transducers in LSPR biosensing,
the design of new functional immunosurfaces is still one of the main scientific challenges.
It is worth noting that in recent years many types of label-free immunosensing platforms
founded on Au, Ag, or metal oxides have been developed. These cover, e.g., piezoelec-
tric biosensors based on quartz crystal microbalance, and ultra-sensitive optical sensors
employing surface-enhanced Raman scattering. The SERS phenomenon, thanks to the
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strong amplification of the signal of specific molecules on the sensor substrate by plasmonic
effects, enables the construction of sensors for the detection of bioanalytes characterized by
very low detection limits [7,8].

In a further part of this review, the current state of the art of gold surface modifi-
cations for SPR and other plasmonic-based immunosensing platforms is discussed. The
review focuses on the solutions developed in recent years and the most popular previ-
ously developed approaches in the field of SPR intermediate layers for antibodies and
antigens immobilization—ranging from commercial solutions, through novelties in the
field of self-assembled monolayers, the latest achievements in the field of chemical and
affinity-based immobilization, and nanomaterial-based layers for SPR signal amplification,
to smart layers for multiplex immunosensing. The latest developments and trends in
the field of universal platforms for semi-continuous plasmonic biosensors will be also
discussed. Special attention will be paid to design solutions for and applications of SPR
immunosensors in a direct and competitive format for the direct detection of bioanalytes of
high biomedical importance, such as protein biomarkers, metabolites, or toxins in complex
samples, such as body fluids.

2. Functional Surfaces and Non-Oriented Ab Immobilization Strategies for
SPR Immunosensing

A consistent classification of the currently available methodologies for the design
of functional SPR immunosurfaces is not an easy task, because the engineering of such
interphases is a multistep process. Beyond the type of molecules and other components,
there are numerous methodologies for attaching them to the surface of bare gold chips.
Additionally, a number of protein receptor attachment strategies are offered, including
non-oriented immobilization via adsorption, non-oriented immobilization via chemical
coupling, and affinity-based, oriented immobilization of native and labelled receptors. The
type of intermediate layer used was chosen as the basic classification criterion within this
work. However, in the case of solutions that are difficult to classify (e.g., hybrid approaches,
such as a combination of monolayers and affinity-based immobilization), the review goes
beyond the adopted framework, and the described solutions are discussed in a broader
context. In order to compare the most significant and recent research developments in this
field, methods based on physical /chemical interactions and affinity-based approaches have
been compiled in separate tables that summarize the individual groups of subchapters.

2.1. Passive and Non-Covalent Adsorption

Methods based on the adsorption of antibodies and antigenic receptors on surfaces
are widely used in the construction of immunoassays due to their simplicity of implemen-
tation. Even a bare gold surface shows the ability to bind immunoglobulins and their
fragments [37,38]. A much wider range of possibilities for protein adsorption is offered
by transducers pre-modified with cationic SAMs and polymer layers, e.g,, cysteamine,
APTES, and PDDA [39,40]. The binding of receptors to the surface is mainly determined
by electrostatic interactions between the oppositely charged terminal ammonium and
carboxylate residues of aminoacids, as well as coordination-type interactions. In another
approach, a mechanism based on the interaction of hydrophobic protein domains allowed
for the immobilization of antibodies on SPR substrates coated with hydrophobic poly-
mers. Thin polystyrene layers were used in the construction of SPR immunosensors to
bind antibodies and selected types of antigens (e.g,, virus particles) by Wan der Waals
hydrophobic forces [41]. However, due to the high risk of the inactivation of sensitive
protein recognition elements, as a result of conformational changes during adsorption on
the surface, as well as difficulties in the fabrication of repeatable and homogeneous layers
with a high resistance to non-specific adsorption, such approaches are losing importance in
SPR-based applications. Towards the development of durable and resistant immunolayers
dedicated to applications in flow conditions commonly used in SPR, methods using ran-
dom immobilization via chemical coupling and oriented affinity-based immobilization are
currently dominating [42].
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2.2. Covalent Anchoring and Surface Passivation through Self-Assembled Monolayers (SAMs)

While antibodies themselves have the ability to spontaneously adsorb on the Au
surface and chemisorb through terminal cysteine residues (previously converted to the
more chemically active reduced form or after the previous derivatization of terminal lysine
residues by means of Traut's reagent [38,43]), these methods are quite rarely used in the
construction of SPR sensors. The main disadvantage of such an approach is the deteriora-
tion of the Ab binding capacity due to conformational changes caused by the multidentate
interaction with the surface of gold. What is more, such layers are characterized by a
poor homogeneity, moderate reproducibility, and tendency to desorb under shear stress in
microfluidic conditions. Therefore, intermediate layers that allow for covalent coupling
with functional groups of a protein receptor are commonly used [44]. Primary amine
residues, which are more abundant and less demanding in terms of the coupling reaction
conditions than thiol/ disulfide moieties, are most often employed for this purpose.

The easiest approach to the formation of functional SPR interphases reactive in amine-
coupling reactions is the use of the self-assembly of bifunctional, -COOH terminated
thiols [45]. Due to the better passivating properties and ability to form highly ordered
molecular assemblies without pinholes and defects, the most commonly used are linkers
with a long aliphatic chain—mercaptoundecanoic acid (MUA) or mercaptohexadecanoic
acid (MHDA) [46-50]. Detailed considerations on the impact of the used n-alkanethiolate
chain on the capacity of antibody immobilization and antigen-binding efficiency can be
found in the research provided by Bhadra et al. [51].

Beyond w-mercaptocarboxylic acids, in the design of SPR immunosensors, thiol-
terminated amine-reactive prolinkers with terminal NHS ester groups, such as Cr5B and
DSP (disuccinimido dithiobispropionate), are also exploited. The formation of such SAMs
can be followed by a single-step immobilization of antibodies, without the need for prior
activation [52,53]. Apart from bifunctional molecules, simple n-alkanethiols are also used
in the construction of SPR sensors. Layers based on n-octanethiol were employed to
passivate a gold surface or immobilize low-molecular, non-polar inhibitors, and antigens
of non-protein nature by hydrophobic interactions [54,55]. Various strategies exploiting
thiol-based SAMs in the construction of immunosensors for the detection of clinically
relevant analytes are presented in Figure 2.

Even better passivating and protecting properties against non-specific binding to
the sensor surface are demonstrated by ligands with an internal, polar spacer, such as
linear PEG6 [56], dithiolalkanearomatic PEG (S;PEGCOOH) [57], and thiolated PEG linker
DSPEG2 [58]. Thanks to their complex structure, containing both linear aliphatic segments
and flexible or bulky segments, such as a PEG/aromatic ring, such compounds combine
the ability of alkanethiols to form highly oriented, dense assemblies, with flexibility and hy-
drophilicity and thus an anti-fouling capacity of ethylene glycol oligomers. This promotes
the immobilization of antibodies by reducing the negative influence of steric hindrance [59].
Another way to optimally adjust the surface density of anchoring groups for the efficient
immobilization of antibodies is the use of mixed monolayers, in which w-mercaptoalcohols
play the role of a diluent and a surface backfilling. Their presence reduces the surface
charge density, thus facilitating its formation without the negative impact on the perfor-
mance of the Ab coupling reaction, even for -OH/-COOH ratios significantly greater than
1:1, reaching even 1:10. Typically used compounds include mercaptoalcohols with an
aliphatic chain length equal or lower than the length of mercaptocarboxylic linkers [60]
or mixed layers of functional PEGs, like HS-PEG-OH/-COOH [57,61,62]. This approach
facilitates the access of high-molecular-mass receptors (such as antibodies) to the surface.
Terminal hydroxyl groups are responsible for the formation of hydration layers. Hydrogen
bonds that form in contact with the aqueous samples effectively counteract the adsorption
of matrix proteins. Backfilling agents of a longer chain than carboxylate anchors are rarely
used and are mainly used for the immobilization of small receptors (immunosensors in
a competitive format) and in biosensors requiring a very effective suppression of surface
fouling. It should be stressed that long and flexible PEG chains, apart from the natural
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hydrophilic barrier, also create a steric barrier, which, additionally, hinders the organization
of layers on the surface due to entropy effects [12]. A detailed discussion of the influence
of SAM composition on the availability of anchoring groups on the surface and the rela-
tion between the design of the SAM surface chemistry and sensitivity of the competitive
immunoassay for the detection of small analytes can be found in the work authored by

Castiello et al [56].
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bifunctional linkers used for gold surface functionalizationn MHDA / mercaptoundecanol mixed SAM (top), HEGD SAM for
AuNPs self-assembly (middle), and DTSSP linker-mediated conjugation to AuNPs. Adapted with permission from Jena
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The same group developed two competitive SPRi immunosensor configurations for
the detection of insulin, glucagon, and somatostatin. In the first approach, antigen was
immobilized on a mixed thiolate SAM. To obtain a high passivation and thus antifouling
properties, 16-mercaptohexadecanoic acid (MHDA) molecules were used as anchors, and
thiol-terminated PEG (CH;O-PEG-SH) was introduced as a surface backfiller. The second
format covers an additional introduction of the auxiliary layer of gold nanoparticles
anchored by a hexa(ethylene glycol) dithiol (HEGD) monolayer on gold to enhance the
sensitivity by plasmonic coupling (Figure 2b). Both approaches were aimed at the formation
of surfaces compatible with the EDC/NHS immobilization chemistry and resistant to
non-specific adsorption, thus enabling an ultra-sensitive, indirect detection of pancreatic
hormones [53,56].

Another method of coupling antibodies/antigens to the SPR chip surface is the use of
SAMs with terminal amino groups. In this approach, 2-amincethanethiol (cysteamine) is
by far the most commonly used building block (Figure 3a) [63-65]. Despite the inability to
form well-defined layers due to the insufficient length of the aliphatic chain, this ligand
finds an application in the construction of immunosensors characterized by a validated re-
liability in typical medical samples. Terminal amino groups on the transducer surface open
up a number of possibilities for the adsorptive and covalent attachment of protein recep-
tors. The most important coupling agents compatible with -NH;-terminated interphases
include glutaraldehyde (coupling with lysine residues through imine bond formation),
EDC/NHS (coupling with carboxyl residues on C-terminal and the acidic amino acids
of the protein), and maleimide (coupling with the thiol residues of cysteine in a reduced
form) [66]. The limited resistance of amino-terminated SAMs towards protein adsorption
is often associated with the necessity of using additional treatments, such as blocking of
the immunosurface with polymers and proteins or the addition of anti-fouling agents (like
dextrans and albumins) to the matrix buffers [46,47]. However, higher aliphatic aminoth-
iols and functional aminothiols with oligoethylene glycol segments are not commonly
used [67]. The smaller variety of the components used in the amino-SAMs can be explained
by the significantly lower availability and high price of the higher aliphatic aminothiols,
compared to their carboxyl counterparts.

Except for the simple, bifunctional thiol-based SAMs, bioinspired monolayers were
also utilized in several examples of SPR interphases. An interesting approach is the use
of monolayers of a short bifunctional peptide, 3-mercaptopropionic acid-His-His-His-
Asp-Asp-COOH (3-MPA-HHHDD-OH). Such an oligopeptide has been introduced to
reduce nonspecific adsorption in SPR-based PSA immunosensors, as described by Breault-
Turcot et al [68]. In a different approach, for the construction of universal biosensor
platforms with a high resistance to non-specific protein binding, the synthetic layer of
the carboxymethyl-terminated and disulfide-cored peptide was elaborated [69]. Short
oligopeptides can be employed not only as a surface passivating agent. Islam etal de-
scribed the application of hexameric peptide ligands showing an affinity to human IgG as
a foundation for an SPR immunosensor layer assembly. The authors demonstrated the Ab-
binding capacity of the devised anchor to be similar to the well-known antibody-binding
compound, protein A [67].
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Figure 3. (a) The architecture of the oligopeptide SAM-based SPR immunosensor, (b) the mechanism of antibody immobi-
lization through the interaction of carbohydrate residue with boronic acid SAM. Adapted with permission from Sankiew icz
etal [70] (Copyright © (2018) Elsevier) and Barsan etal. [71] (under the terms and conditions of the Creative Commons CC

BY License).

To minimize the risk of the abovementioned inactivation of antibodies due to the
attachment via amine groups (abundant in the Fab region of immunoglobulins), other anti-
body functional groups were also hamessed as surface anchors. A very intuitive method
described in the literature is based on the employment of EDC/NHS chemistry in an
inverted format. Gorodkiewicz's group used cysteamine SAMs for the construction of SPRi
immunosensors. Carboxylic groups of antibodies in solution were first subjected to chemi-
cal activation, leading to the formation of reactive N-hy droxysuccinimide esters. Then, the
pre-activated receptors react spontaneously with the surface amino groups [70,72]. Another
method for the partially oriented immobilization of immunoglobulin G is the interaction
of carbohydrates with phenylboronic acids (Figure 3b). IgG antibodies, as glycoproteins,
contain N-glycan residues, located mainly in the Fc region, away from the binding sites.
Such a configuration allows the appropriate spatial orientation of the immunoreceptors
on the surface to be maintained [73]. SAMs composed of 4-mercaptophenylboronic acid
(4-MBA) formed directly on gold [71] and 3-aminophenylboronic acid, immobilized on
modified SPR transducers using graphene oxide carboxyl groups, have been described as
compounds directly responsible for the capture of antibodies [74]. Additionally, amine-
terminated ligands can be employed for carbohydrate-mediated immobilization through
the previous oxidation of polysaccharide residues to aldehydes, followed by Schiff base
formation [75].

2.3. Polymer-Based SPR Immunosensing Surfaces

Besides the abovementioned heterobifunctional thiols and short peptides, other com-
pounds are also widely used as robust backfilling agents. Zwitterionic agents—both
low-molecular-weight and polymeric—benefit from their well-defined charge distribution,
ensuring a high hydrophilicity and suppressive properties against electrostatic interac-
tions with proteins. Polymers such as betain and phosphorylcholine effectively fulfill
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their protective function, ensuring a very low, even undetectable level of protein ad-
sorption (<10 ng/ mm?) from samples such as serum or blood plasma [76]. However,
their implementation in functional platforms for antibody immobilization is difficult,
as it requires the preparation of mixed-type layers by thiolated anchor grafting [77].
Another approach is to use copolymers with zwitterionic segments, e.g., carboxybe-
taine acrylamide [78] and thiolated hyaluronic acid (HA) grafted with the zwitterionic
CPPPPEKEKEKEK peptide [79]. Riedelet al. described the use of a coating with poly[(N-
(2-hydroxy propylimethacrylamide }-co-(carboxybetaine methacrylamide)] in the construc-
tion of a SPR sensor to detect hepatitis B antibodies in saliva. Previously grafted w-
mercaptoundecyl residuals were used as anchors to the chip surface and the antigen
was attached using carbodiimide chemistry to the carboxylate terminal groups of the
copolymer [78].

A number of hydrophilic polymers with functional groups capable of binding to
a gold surface or groups that enable the chemical coupling of immunological receptors
have been employed as interphases in SPR biosensors for clinically relevant analytes, in-
cluding grafted hyaluronic acids [79,80], poly (N-isopropylacrylamide) (PNIPAAM) [63],
poly(2-hydroxyethyl methacrylate) (pPHEMA) [81], polysaccharides, and poly(B-peptoid)s.
Hyperbranched polymers and dendrimers were also used as multifunctional immobiliza-
tion platforms characterized by excellent anti-fouling properties. In work by Becherer et al.,
carboxymethylated dendritic polyglycidol grafted with thioctic amine was employed in
the design of a sensor for the detection of anti-amyloid beta (AB) 1-40 antibodies [82].
In tum, D.E.P. Souto et al. introduced a self~-made 3D matrix based on the PAMAM den-
drimer with an ethylenediamine core for antigen immobilization in the competitive SPR
immunoassay [83]. Due to the development of the surface available for the immobilization
of the C1 protein (acting as immobilized antigen) by the introduction of the dendrimer, a
significantly improved immobilization efficiency was achieved. According to the authors,
the immunosensors in the 3D layers showed more than twice the sensitivity of the assay,
compated to the classic immobilization on cysteamine SAM via glutaraldehyde chemistry.

Another example of an amine-terminated polymer coating for the immobilization of
antibodies has been described by Makhneva et al. The plasma polymerization of cyclo-
propylamine resulted in the coverage of the SPR slide surface with a polymer coating rich
in nitrogen-containing functional groups. The surfaces were activated with glutaraldehyde,
and after the subsequent immobilization of the antibodies, the obtained SPR immuncsensor
was employed to detect microbial cells. As shown in Figure 4a, the developed method-
ology for amine-bearing polymer coating can be successfully applied for oriented Ab
immobilization via protein A or the amine/ thiol-reactive linker, SMCC [84]. By changing
the polymerization precursors to an acetylene-maleic anhydride mixture [85] and 1,2,4-
trivinylcyclohexane (TVC)-tetrahydrofurfuryl methacrylate (THFMA) [86], the same group
also synthesized carboxyl-rich copolymer films and used them as matrices for covalent
antibody immobilization. It was confirmed that the binding capacity of such layers exceeds
mercaptocarboxylic acid SAMs and is comparable to commercial CMD layers, and the
obtained LODs for HSA detection were similar to MUA and 3D dextran-based sensors.

In another approach, a thin film of in situ polymerized dopamine was introduced as a
passivating layer of an SPRi transducer (Figure 4b). The oxidative, UV irradiation-mediated
polymerization of the deposited dopamine allowed a layer with catechol and quinone
moieties to be obtained. Due to their reactivity in the Michael addition and formation of
Shiff bases, this substrate can be used to effectively immobilize proteins through sulfhydryl
and amino groups, without the need for prior pre-activation [87]. The authors showed
the applicability of this substrate for the immobilization of the protein antigen-ochratoxin
A (OTA) conjugate in the construction of a sensor to detect specific antibodies [88]. A
similar layer, but obtained by electropolymerization, has also been applied for the SPR
immunosensing of prostate-specific antigen [89].
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Figure 4. Examples of polymeric interphases employed in SPR immunosensors. (a) amine-terminated cyclopropylamine
plasma polymer, (b) quinone-terminated polydopamine film. Adapted with permission from Makhneva et al. [84] (Copyright
@ (2018) Elsevier) and Chen et al. [89] (Copyright @ (2018) Elsevier).

2.4. Carboxymethyldextran Hydrogels and Planar CMD Surfaces

Carboxyme thyldextran (CMD) 3D hydrogels and planar CMD surfaces are considered
the gold standard within matrices for SPR immunosensing and thus deserve a separate
discussion. Dextran coatings owe their commercial success to the ease of maintaining the
form of a hydrophilic hydrogel, the facility of a controlled introduction of carboxyl groups
into the structure and thus the regulation of the binding capacity, as well as the ability to
control the polymer morphology. Thanks to this, it is possible to obtain universal hydrogel
CMD coatings with different densities, degrees of branching, and surface charges. CMD-
modified substrates are highly compatible with EDC/NHS surface chemistry. Thanks
to the possibility of using a pH-adjustable protein preconcentration on the surface of
previously activated sensors, itis possible to additionally increase the efficiency of covalent
immobilization. In turn, the possibility of using zwitterionic CMD matrixes of a low charge
density enables the efficient immobilization of negatively charged molecules. Another
easily tunable parameter is the length of the dextran chains. For the detection of high-mass
analy tes, planar matrices are typically used. In the case of the detection of small molecules,
to increase the receptors’ surface density (which determines the sensitivity of the assay),
brush-like, 3D matrices with chain lengths of up to 700 nm can be employed. In such
sensors, the hydrogel layer swells. An extensive spatial structure of the polymer matrix
promotes the possibility of target association within a 3D brushed structure and thus
enhances the RI changes responsible for the SPR angle shift as much as possible. Other
examples of hydrogel materials that found applications as antifouling matrices of a high
binding capacity include oligo(ethylene glycol) methacrylates, e.g.,, MeOEGMA, gelatin-
based polymers, and linear polycarboxylates [90]. The use of CMD matrices, despite the
obvious benefits of commercial availability and a high binding capacity, carry some risks.
It is reported that CMD polymer substrates are characterized by a noticeable heterogeneity,
resulting in the formation of regions of uneven affinities and inhomogeneity in terms of
mass transport processes [91]. For this reason, the conscious selection of the substrate
architecture in terms of the surface density and length of polymer chains is so important
from the point of view of both characterizations of molecular interactions and SPR-based
biosensing.

CMD substrates can be used as platforms for the immobilization of both antibod-
ies and protein antigens, as well as for small molecule receptors used in indirect assay
formats [92,93]. For example, He et al. employ the classic carboxymethyldextran (CM5)
medium and EDC/NHS activation to immobilize the carrier protein conjugate (ovalbumin)
with antigen 3-Nitrotyrosine (3-NT). The as-prepared receptor layer allowed for the SPR-
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based detection of this inflammatory biomarker in the competitive assay. The analytical
parameters offered by SPR biosensors exceeded the parallelly developed ELISA [94]. The
robustness of the covalent immobilization, together with the a capability of an efficient
regeneration, results in the wide application of CMD polymer substrates for the detection
of multiple analytes important from the point of view of medical diagnosis [95].

2.5. 2D Nanomaterials—SPR Interphases as Enhancers of the Plasmonic Signal

The unique optoelectronic properties of graphene have found numerous applications
in modern bioanalytics, including the improvement of signal transduction in SPR biosens-
ing. Ultra-thin layers of graphene offer numerous benefits for SPR sensors due to their
high in-plane electron mobility and zero-band gap properties [96]. Covering the surface of
the gold transducer with a thin layer of this material (e.g,, by chemical vapor deposition)
enables a significant increase of the SPR signal due to its capability to amplify refractive
index changes. At the same time, the graphene surface plays a role in acting as a convenient
platform for the immobilization of antibodies. The developed bifunctional linkers are based
on pyrene derivatives implying a m—m interaction with aromatic rings of the graphene
substrate. The use of the commerecially available linkers, 1-pyrenebutyric acid or its NHS
ester, enables a useful way to obtain amine-reactive surfaces for the rapid immobilization
of antibodies [97]. Graphene can also be functionalized both chemically as well as by
adsorption, thus opening a way to directly or passively immobilize through interactions of
the hydrophobic protein domain [98,99]. Several methods for the oriented immobilization
of antibodies/antigens on graphene, assisted by carrier proteins, such as A /G protein or
avidin-biotin interaction, have been recently developed [64]. The introduction of water-
dispersible graphene derivatives, such as GO and GO-COOH, simplifies the preparation of
their layers on gold by enabling the deposition of the nanosheets directly from aqueous
solutions [100]. To attach GO nanoflakes to the Au surface, cationic adhesive layers are
commonly used, such as cysteamine, 3-mercapto-1-propane-sulfonate and cationic poly-
mer PDDA [64,74,101-103]. The binding mechanism involves electrostatic interactions
and reactions of GO epoxy groups with terminal amino groups on SAM-functionalized
gold [64]. Examples of applications of 2D nanomaterial layers as plasmonic enhancers in
the construction of SPR immunosensors are illustrated in Figure 5.

Apart from graphene and its derivatives, molybdenum disulfide (MoS;) has be-
come another 2D material that significantly promotes plasmonic phenomena at the metal-
dielectric interface. MoS; is over two times more efficient than graphene in terms of
optical absorption. This nanomaterial has been recently used in several SPR-based ap-
proaches [104]. SPR immunosensors were developed for the detection of biomarker proteins
using both direct immobilization [105], coupling via terminal -COOH groups introduced
through sulphur vacancies [106], and the decoration of nanomaterial deposited in the form
of nanoflowers on the surface of the SPR transducer with gold nanoparticles [107].

2D Nanomaterials with a structure similar to graphene, which has attracted tremen-
dous attention in recent years are transition metal carbides/carbonitrides (MXenes). Due
to the high content of oxygen functional groups, MXenes are convenient substrates for
the immobilization of biomolecules and, at the same time, make a significant contribution
to SPR signal amplification [108]. The first applications of Ti3C; MXene nanosheets in
SPR immunosensors were described in 2019 and 2020 by Cui’s group. They developed
sandwich-type SPR biosensors for the ultra-sensitive determination of carcinoembryonic
antigen. The proposed, sophisticated mechanism of amplification and detection of plas-
monic signals covered the decoration of MXenes by gold nanoparticles [109] or hollow
nanoshells [110], followed by the protein A-assisted immobilization of anti-CEA antibody.
The additional labelling step provided in sandwich assay format allowed the authors
to determine CEA at the clinically relevant levels with a high sensitivity. Examples of
the harnessing of selected 2D nanomaterials as substrates and signal enhancers in SPR
immunosensors are depicted in Figure 5.
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Figure 5. Carboxylated 2D nanomaterial layers as plasmonic enhancers in the construction of SPR immunosensors: (a)
carboxylated graphene oxide, (b) carboxylated MoS2. Adapted with permission from Chiuetal [95] (Copyright © (2018)
Elsevier), Miyazaki et al. [102] (Copy right © (2018) Elsevier), and Chiu and Yanget al. [106] (under the terms and conditions
of the Creative Commons CC BY License).

3. Affinity-Based, Oriented Ab Immobilization Strategies

As is well known, covalent immobilization carries an obvious risk of deteriorating the
binding properties of immunoreceptors. What is more, chemical coupling through specific
protein functional groups, such as -NH,, -COOH, or -SH, requires the use of high-purity
antibodies/antigens and often results in the need for additional purification by the user.
Therefore, methods involving chemical or biological affinity have become an interesting
alternative to non-selective, chemical, or physical immobilization. The mild and targeted
attachment helps to ensure the optimal spatial orientation of the recognition element, facili-
tates the control of their surface density, and gives greater freedom in the choice of reaction
medium [111,112]. Over the years, many strategies of oriented antibody or recombinant
antigen immobilization have been developed. Most of them have been implemented in the
construction of SPR sensors from other methodologies. This was the case for the methods
adapted from affinity chromatography for the purification of antibodies (proteins A, G,
A/G)[113] and recombinant proteins (nitrilotriacetic acid—bivalent ion chelation via ter-
minal His-tag). Other affinity-based methods, such as attachment via biotin tags or ssDNA
anchor sequences, require the post-synthetic labelling of bioreceptors. Very good, critical
discussions on various aspects of the design of immunosurfaces for plasmonic sensing
have been presented in several reviews, including works provided by De Angelis [66],
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Mauriz [42], and Cheng [35]. The possibilities offered by affinity-based methodologies
in the construction of SPR immunosensors for medical diagnostics, primarily in terms of
universality, miniaturization, and multiplexing, will be discussed in the following sections.

3.1. Mediating Proteins: A, G, and A/G

Proteins A and G are derived from bacteria and possess a strong binding activity
for IgGs. That is why these biomolecules—commonly known as superantigens—offer
the convenient, site-oriented immobilization of immunoreceptors [114]. Regardless of the
specificity of Fab regions, it is possible to obtain highly bioactive layers with exposed bind-
ing sites. Bacterial protein A is a five-binding-domain protein isolated from Staphylococcus
aureus. It captures the Fc portion of humans” and domestic animals’ antibodies, leaving
the Fab fragment accessible for the detection of the antigen [112]. Streptococcal protein G,
which is similar in terms of functionality, contains repetitively arranged domains, where
the COOH-terminal domains bind IgG, and the NH; half residue was found to attach
to human serum albumin. Thus, protein G has a broader spectrum of binding activity
than protein A [115]. Nevertheless, native protein G is able to bind the Fab region of the
antibody, but with an affinity 10 times lower than that towards the Fc region [116]. At
first, these molecules were widely used in affinity chromatography for immunoglobulin
purification. Therefore, their usage for the directed immobilization of antibodies was just
a matter of time. As a non-specific binding between the surface of the metal and bare
protein A is likely to appear, unmodified protein is not a preferable method for immobi-
lization, and other chemical approaches typically need to be employed. The possibility
of manipulating its affinity to antibodies and gold surfaces through genetic engineering,
as well as its compatibility with various pre-immobilization strategies (e.g., carbodiimide
coupling, thiolate, and dithiocarbamate self-assemblies), are behind the widespread use
of this bacterial protein in the construction of plasmonic biosensors and commercial SPR
substrates [66].

In 2003, Lee et al. fabricated an immunosensor that determined bovine serum albumin
in a probe. The device was based on a self-assembled monolayer of modified protein A,
where the surface group of the compound was substituted with thiol functionality. The
modified layer resulted in an increased antibody binding capacity and, with this, showed
a better capture of the antigen [117]. Bakhmachuk et al. developed a bicsensor that was
dependent on the recombinant Staphylococcal protein A, with an added cysteine residue.
Genetic engineering enabled the introduction of the attachment site into an expendable part
of the protein, which increased the immobilization level of the molecule. The interaction
between the thiol group and the surface of the gold sensor chip is much stronger and
more reliable than physical adsorption [118]. Juan-Franco et al. also investigated the
ability of modified protein A to form an appropriate layer for enhanced immunosensing,
The staphylococcal immunoglobulin-binding domains were fused with a gold-binding
peptide (GBP) forming PAG—the protein A gold-binding domain. This modification
provided an easy and directed immobilization of the antibodies against human growth
hormone, where Fab fragments remained freely exposed to the epitopes [119]. Schmid et al.
used thiol-based homobifunctional cross-linker dithiobissuccinimide propionate (DSP)
to covalently immobilize protein A on a gold surface. A sterically accessible, stable, and
uniform antibody coating was achieved (Figure 6a) [120]. Sohn et al. also formed a layer of
protein A on a chip modified with (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES), using a cross-
linker (EDC-NHS) for the site-directed immobilization of the antibodies, and compared the
results with non-activated protein A and a self-assembled monolayer [121]. The greatest
sensitivity of the chip was obtained with protein A activated already with the cross-linker.
The use of a cross-linker is relatively easier in comparison to engineered protein G or A,
and it allows for antigen detection at very low concentrations. Streptococcal protein G
was utilized by Hsu et al. to form a covalently attached layer for the immobilization of
monoclonal antibodies. Three types of antibodies against pentamer C-reactive protein
(CRP) and modified CRP were used for the subsequent detection of these molecules. No
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false signals were observed, and a sufficient sensitivity for the detection of this biomarker
in biomedical samples was acquired [122].
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Figure 6. (a) Scheme of an SPR immunosensor construction based on the attachment of protein A to a gold surface through
bifunctional DSP as a cross-linker, (b) functionalization of the terminal amino groups of protein A with carbon disulfide
and direct immobilization of the carrier on gold by means of a dithiocarbamate assembly. Adapted with permission from
Schmid et al. [120] (Copy right @ (2006) Elsevier) and Paiva etal. [123] (Copyright @ (2017) Elsevier).

In another approach, to increase the affinity of protein A to a gold surface without the
need for a complex chemical modification or the use of recombinant protein, a simple, one-
pot covalent immobilization via dithiocarbamate (DTC) chemistry was proposed [123,124].
In this strategy, the carrier protein was reacted with aqueous, alkaline carbon disulfide,
which converts primary and secondary amino groups of protein A to dithiocarbamate.
This simple functionalization allowed DTC-terminated molecules capable of bivalent
interactions with gold to be obtained, involving the introduced sulphur atoms. The use
of protein A functionalized the DTC chemisorption on flat transducers [124] and on the
surface modified by introducing gold nanoparticles [123], which paved a way to the
efficient immobilization of model antihuman IgG antibody and the use of an as-obtained
platform in SPR-immunosensing (Figure 6b). This method has been also considered for the
attachment of another intermediate protein—avidin—to a gold surface [66]. However, to
date, it has not been used for the direct immobilization of protein receptors.

Bacterial mediator proteins and their bioconjugates are often applied in combination
with other strategies aimed at improving the versatility or performance of SPR immunsur-
faces [42]. Jung et al. developed a biolinker, which was a conjugate of protein G and DNA
for the site-directed immobilization of antibodies. Single-stranded DNA oligonucleotides
were attached to a gold surface, which enabled the hybridization of the complimentary
oligonucleotide coupled with protein G. This form of immobilization resulted in a better
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oriented layer and greater ability to bind an antigen in comparison to the chip, where pro-
tein G was immobilized via chemical bonding [125]. More examples of spatially resolved
protein attachment via DNA-directed immobilization is contained in chapter 3.4. Oh et al.
fabricated a monolayer of protein G due to the chemical binding on a gold surface, which
was modified with 11-mercaptoundecanoic acid (MUA). Antibody immobilization through
protein G resulted in the construction of immunosensors for the detection of four kinds of
the pathogens: E. coli, Y. enterocolitica, S. typhimurium, and L. pneumophila [126].

To further improve the anti-fouling properties of an antibody layer immobilized
through thiolated protein A and backfilled with 3-mercapto-1-propanol, an additional,
post-immobilization surface passivation with a cationic lipid membrane composed of
ethylphosphocholine (EPC+) was also employed. The devised receptor layer combines
the advantages of oriented antibody immobilization with an improved resistance to the
adsorption of components of undiluted human plasma. The applicability of such an
immunosensor for the detection of IgG antibody and cholera toxin in plasma samples
was confirmed [127]. Biomimetic immunosensing interfaces based on lipid bilayers have
also been implemented to functionalize SPR transducers. Almeidaetal. described a layer
made of common, amine-terminated phospholipids and cholesterol, which exhibits a high
resistance to non-specific adsorption. The deposition of an appropriate composition of
previously prepared lipid vesicles allowed for a rapid formation of bilayers, which are
flexible but stable enough to be implemented in SPR measurement conditions. The additive
of 5% decanethiol was responsible for the anchoring of the bilayer to the gold substrate,
while exposed phosphate groups enabled the immobilization of protein through amine
coupling, with the use of EDC/NHS chemistry [128].

3.2, Bacteriophages

Bacteriophages, also known as phages, are viruses that infect bacteria and the most
abundant form of life on the planet [129]. They are extremely stable, and it is very easy
to modify them, both genetically and chemically [130]. Due to these characteristics, they
have become of considerable interest as probes for biosensing. Non-lytic and filamentous
phages (those which do not lyse bacteria immediately after infection, are able to incorporate
their genome into the host cell, and remain latent for a very long time) can be used as
scaffolds for the binding of target moieties after chemical or physical functionalization.
Both lytic and non-lytic genetically engineered phages were fabricated as an element of a
biorecognition layer, and they can thus be successfully implemented in the construction of
affinity biosensors [131].

Phage-derived biorecognition elements, such asphage-display peptides (the most
recent) and elder, phage receptor-binding proteins or whole viral cells, are becoming more
and more popular due their easy production, simple immobilization, rigidness, and ability
to withstand very harsh conditions, such as high temperatures [132]. It is possible to insert
the gene encoding the protein of interest into the phage’s genome, and then this particle is
displayed as a fusion protein in the coating of the bacteriophage. Phage display is widely
used for screening, but this technique is also suitable for biosensing as-obtained phage
clones demonstrate peptides, proteins, and antibodies with the desired affinity for the
It has been shown that phage display-identified peptides frequently bind to functional
sites of the target proteins, rather than incidentally. Thus, non-specific interactions are
rare [133]. Moreover, as there is a charge difference between the head of the bacteriophage
(negative) and its tail fibers (positive) the site-directed binding using electrostatic forces is
one of the most popular approaches of phage immobilization, after covalent coupling [134].
The general application of bacteriophages towards biosensors may be grouped into three
categories: (a) specific peptides displayed on the surface of non-lytic phages’ coats due
to genetic engineering for target analyte detection; (b) lytic bacteriophages that disrupt
the host, causing a release of bacterial cell markers and, afterwards, their detection (phage
acts like an antibody); and (c) phages as scaffolding material for the immobilization of
functional molecules [135].
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Nanduri et al. developed a real-time biosensor, which was based on the layer of phage
1G40 immobilized on the gold surface of an SPR chip via physical adsorption. The detection
of beta-galactosidase was possible due to the specificity of filamentous bacteriophage to
this model antigen [136]. In the same year, they examined an SPR immunosensor for the
identification of L. monocytogenes. Bacteriophage Lm P4:A8, which expressed a single-
chain variable fragment antibody against transmembrane protein exposed on the bacterial
surface, was immobilized on the chip due to physical adsorption. Low detection limits
were achieved, and the whole process was effective and simple, as it did not require
additional reagents or complex chemistry [137]. Karoonuthaisiri et al. used filamentous
phage M13, which expressed 12-mer peptides for the detection of Salomonela [138]. Naidoo
etal. studied a similar approach, and they used immobilized phages T4 and P22 for
bacterial detection. Nevertheless, the adsorption to the surface was highly heterogeneous
due to the phage clustering at higher surface densities, which ultimately limited the ability
to capture the target [139].

Unluckily, phage display is a laborious and time-consuming technique requiring
skilled researchers and additional equipment. Therefore, phage-based layers used in SPR
immunosensors are not common and well-studied yet. However, their simplicity, robust-
ness, rigidness, and stability make them a valuable and promising approach. However,
there is a phage for each bacteria. Thus, bacteriophages are a cheap alternative to anti-
bodies. Nonetheless, an attractive aspect is the possibility of using phages in the current
development of immunosensors. Phage displays are gaining popularity as tools for the
selection of synthetic antibodies or for screening antibody-biomarker interactions for both
therapeutic applications and immunosensing [140,141].

3.3. Biotin—(Strept)Avidin Affinity

Biotin (Bt), also known as vitamin H, is a tiny water soluble molecule produced by
many prokaryotic organisms and plants [142]. Biotin/avidin or biotin/streptavidin inter-
linkage is a non-covalent method of substrate immobilization to the chip surface with a
high affinity. Biotinylation—attachment of the biotin to a protein, such as an antil
can be done both invivo and in vitro [143]. Biotinylation in vivo is accomplished at the
genetic level by fusing the gene encoding the protein of interest to the gene-coding biotin,
ie., the desired fusion tag. This phenomenon uses microbial vectors and tools of genetic
engineering. Tagging in vitro can be obtained through the usage of chemical reagents or
enzymes, such as biotin ligase from E. cali [144]. Streptavidin (Sa) and avidin (Av) are
thermostable homotetramers that bind molecules of biotin with Kq ~10~%¢ M (streptavidin)
and K4 ~10~1% M (avidin). The first one is derived from Streptomyces avidinii. It is resistant
to a high pH and is intransigent to degradation when exposed to enzymes and denatur-
ing agents. Avidin is extracted from the oviparous vertebrates’ eggs. The non-covalent
interaction between biotin and these proteins is of great strength and specificity. It is
approximately 10% to 10° times greater than antigen-antibody binding [145,146]. As avidin
possess additional carbohy drate moieties—three N-acetyl glucosamine residues and four
mannose in each unit—its pl is higher, resulting in a positive charge of the physiological
PH, which causes a non-specific binding to the surfaces and molecules of the negative
electrical charge, even though its interaction with biotin is the strongest biological binding
ever described [147,148]. The immobilization of the protein of interest on the chip surface
through the biotin/(strept)avidin interaction is simpler in comparison to covalent cou-
pling [149], and (strept)avidin-coated sensor chips are commercially available (Biacore,
Reichert Technologies, XanTec, Sofchip).

Dutra et al. used a carboxymethyldextran-modified gold chip covered with covalently
coupled streptavidin forming a monolayer for the attachment of biotin-tagged anti-troponin
T monoclonal antibodies. An immobilized layer together with an SPR apparatus served
as an immunosensor for human cardiac troponin T. This method enables identification
in real-time, with a detection limit around 0.01 ng/mL, which is comparable to ELISA
methods [150]. There are many other approaches where biotin/streptavidin interactions
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