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Streszczenie Rozprawy Doktorskiej 

Opracowanie modyfikowalnych platform biosensorowych 

do wieloparametrowej immunodetekcji wybranych 

biomarker·w zwiŃzanych z infekcjami wirusowymi 

 

mgr inŨ. Sylwia Pniewska 

Szkoğa Doktorska Politechniki Warszawskiej,  

Katedra Biotechnologii Medycznej, Wydziağ Chemiczny, 

Politechnika Warszawska 

 

 

Diagnostyka medyczna jest fundamentem wsp·ğczesnej medycyny, a postňp 

technologiczny umoŨliwiğ opracowanie zaawansowanych platform diagnostycznych,             

kt·re pozwalajŃ na jednoczesne wykrywanie wielu biomarker·w uŨytecznych z punktu 

widzenia wczesnego wykrywania chor·b. Takie wieloparametrowe podejŜcie, okreŜlane jako 

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

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

receptorowe, odpowiedzialne za selektywne wiŃzanie analit·w z powierzchniŃ.                             

Ich funkcjonalnoŜĺ i powtarzalnoŜĺ wytwarzania jest warunkiem osiŃgniňcia wiarygodnych 

rezultat·w procedury analitycznej. Istotnym jest zatem zaproponowanie nowoczesnych 

metodyk wytwarzania test·w diagnostycznych w formacie multiplex, ğŃczŃcych wysokŃ jakoŜĺ 

uzyskiwanych warstw receptorowych oraz technologicznŃ wygodň ich wytwarzania, najlepiej 

w jednoetapowym procesie.  

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byğo opracowanie nowoczesnych strategii 

wytwarzania i charakteryzacji biağkowych warstw receptorowych dedykowanych 

multipleksowej detekcji biomarker·w zwiŃzanych z zakaŨeniami wirusowymi. Realizacja tego 

celu obejmowağa badania nad r·Ũnymi aspektami procesu immobilizacji biağek i konstrukcji 

immunotest·w, m. in. za pomocŃ rezonansu plazmon·w powierzchniowych (Surface Plasmon 

Resonance, SPR). 

Badania rozpoczňto od analizy opisanych w literaturze metod immobilizacji biağek, 

umoŨliwiajŃcych unieruchamianie bioreceptor·w na r·Ũnych podğoŨach. Z uwagi na oferowane 

moŨliwoŜci wytwarzania macierzy warstw receptorowych zbudowanych z r·Ũnych biağek                   

z wykorzystaniem powinowactwa biologicznego w jednoetapowym procesie, jako wiodŃcŃ 

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

metody i przyjňto hipotezň, wedğug kt·rej pogğňbiona charakteryzacja r·Ũnych aspekt·w 

procesu wytwarzania warstw poprzez DDI moŨe przyczyniĺ siň do uzyskania lepszej jakoŜci 

warstw receptorowych zdolnych do bardziej efektywnego wychwytu czŃsteczek analitu.  

Podczas prac eksperymentalnych zweryfikowano istotnoŜĺ wpğywu skğadu 

monowarstwy zawierajŃcej sondy ssDNA oraz czystoŜci i stechiometrii koniugat·w                  

DNA-biağko na stabilnoŜĺ i gňstoŜĺ powierzchniowŃ warstw receptorowych. Wykazano,                

Ũe jednoskğadnikowe monowarstwy nie chroniŃ skutecznie przed niespecyficznŃ adsorpcjŃ 

biağek, podczas gdy mieszanie sond z dğugoğaŒcuchowymi ligandami moŨe utrudniaĺ 

zakotwiczenie koniugat·w DNA-biağko. Ponadto potwierdzono przewagň klasycznych sond 

DNA nad ich analogami. Badania przeprowadzono z uŨyciem modelowych receptor·w 

naleŨŃcych do dw·ch odrňbnych grup biağek; biağka nukleokapsydu wirusa SARS-CoV-2              

oraz przeciwciağ klasy IgG. Wyb·r ten miağ na celu zademonstrowanie uniwersalnoŜci 

projektowanej platformy pod wzglňdem diagnostycznym ze wzglňdu na specyficzne funkcje                

i wğaŜciwoŜci wykrywanych biomarker·w. 

Istotnym etapem badaŒ byğo opracowanie nieniszczŃcej metody kontroli jakoŜci 

biağkowych warstw receptorowych, kompatybilnŃ z SPRi w formacie mikromacierzowym. 

Zaproponowano nowatorskŃ, do tej pory nieopisanŃ strategiň  odwracalnego znakowania biağek 

na powierzchni barwnikami anionowymi takimi jak bğňkit brylantowy Coomassie G-250, czerŒ 

amidowa 10B czy r·Ũ Ponceau S. Udowodniono, Ũe podejŜcie to umoŨliwia mapowanie 

gňstoŜci powierzchniowej receptor·w i stanowi prostszŃ oraz bardziej ekonomicznŃ 

alternatywň dla klasycznego immunoznakowania biağek. 

Kolejny etap badaŒ dotyczyğ zaprojektowania jednoetapowych strategii 

unieruchamiania receptor·w biağkowych na potrzeby test·w diagnostycznych z detekcjŃ 

znacznikowŃ (enzymatycznŃ). Wykorzystano w tym celu amino- oraz DBCO-reaktywne 

kopolimery uzyskane w ramach wsp·ğpracy naukowej z Instituto di Scienze e Tecnologie 

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

reaktywne podğoŨa uŨyto w konstrukcji planarnych, elastycznych immunoplatform. Efektem 

zrealizowanych badaŒ jest zweryfikowana uŨytecznoŜĺ platform w analizie pr·bek 

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

Zaprojektowany test immunoenzymatyczny na podğoŨu PET umoŨliwiğ wykrycie przeciwciağ 

przeciwko nukleoproteinie wirusa SARS-CoV-2 oferujŃc 100,0% czuğoŜĺ i 92,9% swoistoŜĺ              

w ujňciu diagnostycznym. Dodatkowo, wykorzystujŃc unieruchomienie receptor·w za pomocŃ 
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DDI, zademonstrowano moŨliwoŜĺ konstrukcji wieloparametrowych immunoplatform                     

na podğoŨach PET. 

W niniejszej pracy zintegrowano techniki detekcji znacznikowej i bezznacznikowej, 

wykorzystujŃc SPR zar·wno jako metodň detekcji, jak i skuteczne narzňdzie charakteryzacji 

warstw immunoreceptorowych. Pozwoliğo to na lepsze zrozumienie proces·w zachodzŃcych 

na powierzchni podczas etap·w wytwarzania immunotest·w i oddziağywania ze skğadnikami 

pr·bek. Takie nieoczywiste podejŜcie moŨe przyczyniĺ siň do postňpu w tworzeniu 

powtarzalnych i funkcjonalnych warstw receptorowych, kt·re mogŃ znaleŦĺ zastosowanie 

zar·wno w klasycznych platformach diagnostycznych, jak i w nowoczesnych urzŃdzeniach 

POCT. 

 

sğowa kluczowe: diagnostyka medyczna, warstwy receptorowe, mikromacierze biağkowe, 

immunoplatformy, rezonans plazmon·w powierzchniowych, biomarkery serologiczne, 

kontrola jakoŜci receptor·w biağkowych, gňstoŜĺ powierzchniowa biağek, reaktywne 

kopolimery 
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Summary of the Doctoral Thesis 

Development of customizable biosensing platforms 

for multiplex immunodetection of selected 

biomarkers associated with viral infections 

 

M.Sc. Eng. Sylwia Pniewska 

Doctoral School of Warsaw University of Technology 

Chair of Medical Biotechnology, Faculty of Chemistry, 

Warsaw University of Technology 

 

Medical diagnostics form the cornerstone of modern medicine, with technological 

advancements enabling the development of sophisticated diagnostic platforms capable                        

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

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

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

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

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

innovative methodologies for producing multiplex diagnostic assays that combine high receptor 

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

single-step process. 

This dissertation focuses on developing novel strategies for fabricating                                      

and characterizing protein receptor layers tailored to detect multiplex viral infection 

biomarkers. The research encompassed various aspects of protein immobilization                               

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

The study commenced with a comprehensive review of protein immobilization 

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

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

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

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

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

the quality and efficiency of analyte capture. 

Experimental investigations examined the impact of various factors on receptor layer 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

anionic dyesðsuch as Coomassie Brilliant Blue G-250, Amido Black 10B, and Ponceau Sð

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

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

techniques. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

DDI-mediated receptor immobilization was also confirmed. 

This research contributes to the advancement of multiplexed immunodiagnostics                   

by proposing innovative receptor layer fabrication strategies that improve analytical reliability 

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

POCT applications in infectious disease diagnostics. 

 

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

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

surface density, reactive copolymers 
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Wykaz skr·t·w 
 

Ab ï przeciwciağo 

ALP  ï fosfataza alkaliczna 

APTES ï (3-aminopropylo)trietoksysilan 

BSA ï albumina surowicy bydlňcej 

CBB-G ï Coomassie bğňkit brylantowy G-250 

CCD ï matryca element·w Ŝwiatğoczuğych  

CMD ï karboksymetydekstran 

DBCO ï dibenzocyklooktyn 

DDI  ï immobilizacja za pomocŃ kotwic DNA (DNA-directed immobilization) 

DMA  ï N,N-dimetyloakrylamid 

EDC ï chlorowodorek N-(3-dimetyloaminopropylo)-Nǋ-etylokarbodiimidu 

ELISA  ï test immunoenzymatyczny 

Gly ï glicyna 

HRP ï peroksydaza chrzanowa 

MAPS ï metakrylan 3-(trimetoksysililo)propylu 

MCH  ï 6-merkaptoheksanol 

NAS ï akryloiloksysukcynimid 

NHS ï N-hydroksysukcynimid 

NP/N ï biağko nukleokapsydu 

PBST ï s·l fizjologiczna buforowana fosforanami z dod. 0,05% Tween-20 

PEG ï poli(glikol etylenowy) 

PET ï poli(tereftalan etylenu) 

PNA ï kwas peptydonukleinowy 
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POCT ï testy realizowane w miejscu opieki nad pacjentem 

PS ï r·Ũ Ponceau S 

QCM  ï mikrowaga kwarcowa 

QDs ï kropki kwantowe 

RBD ï domena wiŃŨŃca receptor 

RI  ï wsp·ğczynnik zağamania Ŝwiatğa 

S ï biağko kolca 

SAM ï samozorganizujŃca siň monowarstwa 

SERS ï  powierzchniowo wzmocniona spektroskopia ramanowska 

SPR ï rezonans plazmon·w powierzchniowych 

SPRi ï rezonans plazmon·w powierzchniowych z obrazowaniem 

ssDNA ï DNA jednoniciowe 

ZNA  ï modyfikowane kwasy nukleinowe ZIP (z ang. zip nucleic acid) 
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Rozdziağ 1 

1. Wprowadzenie w problematykň podjňtych badaŒ 

Diagnostyka medyczna stanowi jeden z filar·w wsp·ğczesnej medycyny, umoŨliwiajŃc 

wczesne wykrywanie chor·b oraz monitorowanie ich przebiegu. Identyfikacja nowych 

biomarker·w, takich jak biağka, stanowi waŨne i aktualne wyzwanie w kontekŜcie rozwoju 

diagnostyki medycznej. Analiza obecnoŜci oraz stňŨenia biomarker·w w pğynach ustrojowych 

lub tkankach dostarcza informacji o stanie chorobowym, na przykğad o trwajŃcym stanie 

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

Obserwowany na przestrzeni ostatnich lat postňp technologiczny pozwoliğ na rozw·j 

zaawansowanych platform diagnostycznych w formacie mikromacierzowym. PozwalajŃ one 

na jednoczesne wykrywanie wielu analit·w w czasie jednej analizy, co czyni je szczeg·lnie 

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

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

odpowiadajŃcych za selektywne wiŃzanie wykrywanych biomarker·w, stanowiŃ kluczowy 

element wytwarzanych platform. WğaŜciwe zaprojektowanie i wysoka jakoŜĺ wytwarzanych 

warstw powinny zapewniĺ skuteczne wiŃzanie docelowych analit·w oraz powtarzalnoŜĺ 

wynik·w. 

Detekcja wieloparametrowa (z ang. multiplex) jest obiecujŃcym kierunkiem 

nowoczesnej diagnostyki, jednak jej dalszy rozw·j wymaga przezwyciňŨenia istotnych 

wyzwaŒ technologicznych, w szczeg·lnoŜci zwiŃzanych z immobilizacjŃ wielu receptor·w               

na jednej matrycy. MajŃc na uwadze aktualny stan wiedzy, dostrzegam potrzebň znajdowania 

nowych rozwiŃzaŒ i dalszego doskonalenia proces·w wytwarzania warstw immuno- 

receptorowych podczas projektowania test·w multipleksowych na potrzeby diagnostyki 

medycznej.  

Wyniki badaŒ stanowiŃcych podstawň niniejszej rozprawy doktorskiej zostağy 

przedstawione w ramach cyklu 4 artykuğ·w naukowych.  Przeprowadzone przeze mnie badania 

dotyczyğy opracowania nowych oraz udoskonalania istniejŃcych strategii unieruchamiania 

receptor·w biağkowych w nowatorskich immunoplatformach diagnostycznych do detekcji 

wieloparametrowej, jak r·wnieŨ zaproponowania nowej, uniwersalnej metody kontroli ich 

jakoŜci. 
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Na drodze do realizacji zağoŨonego celu przeanalizowane zostağy dostňpne metody 

immobilizacji biağek. Do badaŒ wybrano te, kt·re umoŨliwiajŃ unieruchamianie bioreceptor·w 

na r·Ũnych podğoŨach w reakcji jednoetapowej, ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem immobilizacji 

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

zwiŃzane z zakaŨeniami wirusowymi wybrano biağka wirusa SARS-CoV-2 (biomarkery 

antygenowe) oraz przeciwciağa wytworzone przez gospodarza w odpowiedzi na infekcjň 

(biomarkery serologiczne). W pierwszym etapie badaŒ zweryfikowano istotnoŜĺ wpğywu 

skğadu monowarstwy zawierajŃcej kotwice ssDNA na stabilnoŜĺ i gňstoŜĺ powierzchniowŃ 

warstw receptorowych immobilizowanych poprzez DDI za pomocŃ rezonansu plazmon·w 

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

(z ang. Imaging, SPRi). Nastňpnie opracowano nowatorskŃ, nieopisanŃ do tej pory w literaturze, 

metodň kontroli jakoŜci warstw receptorowych mikromacierzy SPRi, wykorzystujŃcŃ 

odwracalne znakowanie immobilizowanych biağek barwnikami anionowymi. KoŒcowy etap 

pracy obejmowağ zaprojektowanie multipleksowych immunoplatform opartych na detekcji 

znacznikowej z wykorzystaniem enzymatycznego znakowania. BazujŃc na elastycznych 

podğoŨach, takich jak folie PET funkcjonalizowane reaktywnymi kopolimerami, opracowano 

rozwiŃzania kompatybilne z technologiŃ lab-on-a-foil, co dodatkowo rozszerza moŨliwoŜci ich 

zastosowaŒ w nowoczesnej diagnostyce wieloparametrowej. 

 

1.1 Diagnostyka medyczna infekcji wirusowych  

Choroby zakaŦne pozostajŃ jednŃ z gğ·wnych przyczyn zgon·w i zachorowaŒ                         

na Ŝwiecie, przy czym istotnŃ ich czňŜĺ stanowiŃ infekcje wirusowe. W ostatnich dekadach 

zaobserwowano zar·wno pojawianie siň nowych typ·w patogen·w, jak i powr·t wczeŜniej 

znanych wirus·w oraz zwiŃzanych z nimi chor·b. Przykğadami sŃ wirusy Ebola i Zika, a takŨe 

niedawna pandemia SARS-CoV-2, kt·ra zakğ·ciğa funkcjonowanie Ŝwiatowych system·w 

opieki zdrowotnej [1, 2]. Potrzeba opracowania szybkich, niezawodnych i czuğych narzňdzi 

diagnostycznych do wykrywania infekcji wirusowych stağa siň bardziej znaczŃca niŨ 

kiedykolwiek wczeŜniej. Wczesna identyfikacja zakaŨeŒ odgrywa kluczowŃ rolň                                     

w zapobieganiu wybuchom epidemii, zapewnianiu odpowiedniego leczenia oraz prowadzeniu 

ukierunkowanych dziağaŒ na rzecz zdrowia publicznego. Ze wzglňdu na ciŃgğŃ ewolucjň 

wirus·w, metody diagnostyczne wymagajŃ stağego udoskonalania i adaptacji do nowych 

zagroŨeŒ [3, 4]. Tradycyjne metody czňsto trudno szybko dostosowaĺ do nowych analit·w,             
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co ogranicza ich zastosowanie wobec pojawiajŃcych siň szczep·w wirus·w. W odpowiedzi na 

te wyzwania, istniejŃce podejŜcia sŃ systematycznie doskonalone, aby sprostaĺ dynamicznie 

zmieniajŃcym siň potrzebom diagnostyki. 

 

1.1.1 Biomarkery zakaŨeŒ wirusowych  

Biomarkery zakaŨeŒ wirusowych dostarczajŃ kluczowych informacji o zaawansowaniu 

infekcji, jej nasileniu oraz odpowiedzi immunologicznej gospodarza. UmoŨliwiajŃ r·wnieŨ 

ocenň ryzyka powikğaŒ poinfekcyjnych, wspierajŃc diagnostykň i leczenie [5]. Wirusy, mimo 

stosunkowo prostej budowy, ograniczonej do kwas·w nukleinowych i biağek strukturalnych, 

wywoğujŃ infekcje o zğoŨonych i czňsto dalekosiňŨnych skutkach [6, 7]. Skutkiem postňpu 

infekcji u gospodarza sŃ skomplikowane i zr·Ũnicowane reakcje immunologiczne, kt·re 

obejmujŃ zar·wno odpornoŜĺ wrodzonŃ, jak i adaptacyjnŃ, prowadzŃc do rozwoju stanu 

zapalnego [8]. Do tej pory zidentyfikowano ponad 1500 wirus·w ludzkich i zwierzňcych,             

kt·re wykazujŃ duŨŃ r·ŨnorodnoŜĺ pod wzglňdem struktury, skğadu i genomu [9]. Liczba 

wirus·w, zğoŨonoŜĺ proces·w infekcji i wywoğywanych przez nie odpowiedzi 

odpornoŜciowych przekğadajŃ siň na szerokŃ gamň dostňpnych biomarker·w. WŜr·d nich 

znajdujŃ siň zar·wno wirusowe biağka i kwasy nukleinowe, jak i czŃsteczki pochodzŃce                     

od gospodarza, takie jak cytokiny [10], biağka ostrej fazy  [11, 12] miRNA [13] pňcherzyki 

zewnŃtrzkom·rkowe [14] i r·Ũne klasy oraz podklasy immunoglobulin [15, 16]. 

 CzŃsteczki pochodzŃce bezpoŜrednio od wirusa sŃ najbardziej oczywistymi 

wskaŦnikami zakaŨenia. ObejmujŃ one wirusowe DNA lub RNA i biağka strukturalne, kt·re 

ulegajŃ ekspresji podczas replikacji i infekcji wirusowej. Testy molekularne, wykorzystujŃce 

technikň amplifikacji kwas·w nukleinowych (z ang. nucleic acid amplification tests, NAAT), 

cechujŃ siň wysokŃ czuğoŜciŃ i specyficznoŜciŃ. StanowiŃ one powszechnie stosowanŃ metodň 

wykrywania biomarker·w genetycznych wirus·w [17]. WŜr·d nich moŨemy wyr·Ũniĺ testy 

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

(np. herpeswirus·w [18] wywoğujŃcych opryszczkň czy pokswirus·w [19] odpowiedzialnych 

za ospň prawdziwŃ), lub RT-PCR (z ang. reverse transcription PCR), uŨywane do wykrywania 

wirusowego RNA (np. wirus·w wywoğujŃcych grypň [20] czy koronawirus·w [21] Opr·cz 

test·w jakoŜciowych, wirusowe kwasy nukleinowe o unikalnych sekwencjach mogŃ byĺ 

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

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

w diagnostyce HIV iloŜciowe oznaczanie wirusowego RNA sğuŨy do monitorowania postňpu 

choroby oraz oceny skutecznoŜci terapii antyretrowirusowej  [24]. 

Biağka strukturalne wirus·w, takie jak biağka nukleokapsydu (N) lub kolca (S),                        

sŃ powszechnie stosowane w testach diagnostycznych zar·wno w roli analit·w (testy 

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

biağko S jest odpowiedzialne za wnikanie wirusa do kom·rek gospodarza. Biağko N odgrywa 

kluczowŃ rolň w upakowywaniu genomu wirusa, a jego ekspresja osiŃga najwyŨszy poziom 

spoŜr·d wszystkich biağek wirusa podczas infekcji. Ze wzglňdu na wysokie stňŨenie                                  

i wystňpowanie wspomnianych biağek juŨ w poczŃtkowej fazie zakaŨenia, sŃ one wiarygodnymi 

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

w przypadku wirusa SARS-CoV-2, biağko N jest czňŜciej wykorzystywane w r·Ũnego typu 

narzňdziach diagnostycznych w por·wnaniu z biağkiem S [28]. Podczas pandemii COVID-19 

szybkie testy antygenowe, ukierunkowane na biağko N lub S, byğy podstawowym, prostym 

narzňdziem do identyfikacji zakaŨonych. Potencjalnymi biomarkerami mogŃ jednak byĺ 

r·wnieŨ inne biağka strukturalne, takie jak biağko otoczki (E) oraz bğony (M), znane takŨe jako 

biağko macierzy. Biağko E jest mağym biağkiem transmembranowym zaangaŨowanym                         

w tworzenie struktury i uwalnianie wirusa, podczas gdy biağko M odgrywa rolň w utrzymaniu 

integralnoŜci otoczki wirusowej [29]. W przypadku niekt·rych wirus·w jednoczesne 

wykrywanie wielu biağek strukturalnych (np. N oraz M) zwiňksza czuğoŜĺ test·w 

diagnostycznych [30].  

Opr·cz biağek pochodzŃcych bezpoŜrednio od wirusa, w wyniku reakcji gospodarza              

na infekcjň dochodzi do wytworzenia szeregu r·Ũnych polipeptyd·w o charakterze 

biomarker·w. Cytokiny, mağe biağka regulujŃce odpowiedŦ immunologicznŃ i reakcje zapalne, 

dziağajŃ jako sygnalizatory, koordynujŃc rekrutacjň i aktywacjň kom·rek odpornoŜciowych. 

Podczas infekcji wirusowych czňsto obserwuje siň podwyŨszony poziom prozapalnych cytokin, 

takich jak interleukina-6 (IL-6) [31], czynnik martwicy nowotwor·w alfa (TNF-Ŭ) [32]                             

i interferon-gamma (IFN-ɔ) [33]. Biağka ostrej fazy, takie jak dobrze poznane biağko C-

reaktywne (CRP), sŃ istotnymi markerami stanu zapalnego. PodwyŨszone poziomy CRP               

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

(PCT) [35] czy ferrytyna [36] wskazujŃ na og·lnoustrojowy stan zapalny i nasilenie choroby                  
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w infekcjach wirusowych. PCT jest tradycyjnie stosowana jako marker do rozr·Ũniania miňdzy 

infekcjami bakteryjnymi a wirusowymi [37].  

 Wykrywanie i oznaczanie poziom·w cytokin oraz biağek ostrej fazy dostarcza cennych 

informacji o nasileniu choroby, jednak ich mağa specyficznoŜĺ w ujňciu diagnostycznym 

uniemoŨliwia wykorzystanie ich jako samodzielnych biomarker·w infekcji wirusowych. 

Wzrost poziomu tych czŃsteczek moŨe byĺ wynikiem r·Ũnych infekcji, zar·wno wirusowych, 

jak i bakteryjnych, a takŨe niezakaŦnych stan·w zapalnych. Aby uzyskaĺ dokğadnŃ diagnozň, 

wspomniane biağka wskaŦnikowe mogŃ zostaĺ wykorzystane w projektowaniu test·w 

nastawionych na wykrywanie wielu analit·w jednoczeŜnie. Cytokiny i biağka ostrej fazy 

stanowiŃ wartoŜciowe markery uzupeğniajŃce w poğŃczeniu z bardziej specyficznymi 

biomarkerami zakaŨeŒ wirusowych, np. przeciwciağami, kt·re sŃ produkowane przez organizm 

gospodarza w odpowiedzi na infekcjň  [38]. 

Przeciwciağa, czyli glikoproteiny wytwarzane w odpowiedzi na obce antygeny podczas 

infekcji wirusowych, peğniŃ rolň kluczowych biomarker·w wykorzystywanych do ich detekcji 

i monitorowania. Wykrywanie przeciwciağ umoŨliwiajŃ testy serologiczne, kt·rych zasada 

dziağania polega na wychwycie przeciwciağ o okreŜlonej specyficznoŜci z surowicy krwi przez 

antygen peğniŃcy rolň receptora. WszechstronnoŜĺ tych test·w polega na moŨliwoŜci 

zaprojektowania platform zdolnych do rozr·Ũnienia konkretnych ich klas (IgG, IgA, IgM, IgE 

lub IgD [39]), a nawet poszczeg·lnych podklas [40, 41]. Testy serologiczne, w przeciwieŒstwie 

do technik molekularnych, umoŨliwiajŃ okreŜlanie stadium zakaŨenia oraz ocenň wczeŜniejszej 

ekspozycji na wirusa [42].  R·Ũne infekcje mogŃ prowadziĺ do zr·Ũnicowanej dystrybucji                     

i proporcji poszczeg·lnych podklas przeciwciağ. W odpowiedzi na infekcje wirusowe czňŜciej 

obserwuje siň podwyŨszone poziomy IgG1 i IgG3 w por·wnaniu z IgG2 i IgG4. Wzorzec ten 

jest szczeg·lnie wyraŦny w przypadku zakaŨeŒ wirusami otoczkowymi, takimi jak HIV [43], 

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

W poniŨszej tabeli przedstawiono przykğady biomarker·w r·Ũnorodnych typ·w 

(antygenowe, genetyczne i serologiczne), kt·re posğuŨyğy do wykrycia r·Ũnych rodzaj·w 

infekcji wirusowych. 
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Tabela 1. Przykğady biomarker·w sğuŨŃcych do wykrywania r·Ũnych rodzaj·w infekcji wirusowych 

 

Biomarker  Wirus  Pr·bka Referencja 

Przeciwciağa IgG przeciwko domenie wiŃŨŃcej 

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

RNA wirusa HIV nasienie [48] 

Przeciwciağa IgM przeciwko biağku nukleokapsydu 

(N) 
Wirus Dengi surowica [49] 

miRNA Wirus Grypy typu B 
wymaz 

z gardğa 
[50] 

Przeciwciağa IgM i IgG przeciwko antygenowi HBc 
Wirus zapalenia wŃtroby 

typu C 
surowica [51] 

Antygen P30 
Wirus afrykaŒskiego 

pomoru ŜwiŒ 

wymaz z 

nosa 
[52] 

 

1.1.2 Immunoplatformy analityczne 

SpoŜr·d szeregu dostňpnych metod oznaczania biağek, niewiele z nich umoŨliwia 

detekcjň indywidualnych biomarker·w biağkowych w pr·bkach biologicznych o zğoŨonej 

matrycy [53]. R·Ũnego typu immunoplatformy wykorzystujŃ swoistoŜĺ przeciwciağ 

poliklonalnych, monoklonalnych lub ich fragment·w jako podstawň do selektywnego 

wykrywania struktur antygenowych (epitop·w) [54-56]. Dziňki oferowanemu przez 

przeciwciağa wysokiemu powinowactwu (stağa dysocjacji Kd czňsto Ò 1 nM) oraz moŨliwoŜci 

uzyskania specyficznoŜci wobec szerokiej puli epitop·w o r·Ũnym pochodzeniu, moŨliwe jest 

dostosowywanie projektowanych platform do szerokiej puli wykrywanych czŃsteczek,                 

a co za tym idzie adaptacja wytwarzanych test·w do  nowopowstağych patogen·w                          

lub nowoodkrytych biomarker·w. ZdolnoŜĺ do selektywnego wiŃzania badanych biağek 

sprawia, Ũe metody immunodiagnostyczne sŃ nieocenione w analizie zğoŨonych pr·bek, takich 

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

projektowanych test·w pozwala na wdraŨanie tego typu rozwiŃzaŒ w szerokim spektrum 

zastosowaŒ, od klasycznych test·w laboratoryjnych po zaawansowane platformy w postaci 

mikrosystem·w. 

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

chromatograficzne [63] oferujŃ wysokŃ czuğoŜĺ i specyficznoŜĺ wykrywania biağek                                
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o charakterze biomarkerowym. SŃ one jednak czasochğonne i wymagajŃ zastosowania 

zğoŨonych procedur przygotowania pr·bki. Ponadto, uŨywana do realizacji oznaczeŒ aparatura 

jest kosztowna i trudna w obsğudze. Z tego wzglňdu wyŨej wspomniane metody sŃ rzadko 

wdraŨane do rutynowej diagnostyki klinicznej lub zastosowaŒ w badaniach w miejscu opieki 

nad pacjentem, chociaŨ w ostatnich latach widoczne w literaturze sŃ pr·by upraszczania 

procedur i miniaturyzacji sprzňtu [64]. 

Zastosowanie aptamer·w DNA do wykrywania biomarker·w biağkowych, jako 

alternatywa dla przeciwciağ, oferuje por·wnywalnŃ specyficznoŜĺ wzglňdem wykrywanych 

biağek, przy jednoczeŜnie niŨszym koszcie wytwarzania tego typu receptor·w. Aptamery, czyli 

kr·tkie fragmenty kwas·w nukleinowych, kt·re wiŃŨŃ siň swoiŜcie z docelowŃ czŃsteczkŃ, 

mogŃ byĺ syntetyzowane in vitro i selekcjonowane pod kŃtem powinowactwa do szerokiej 

gamy biağek [65]. Jednak w warunkach klinicznych techniki wykorzystujŃce aptamery                        

nie dor·wnağy jeszcze testom immunologicznym pod wzglňdem niezawodnoŜci. Brak 

stabilnoŜci receptor·w oligonukleotydowych w zğoŨonych matrycach biologicznych wciŃŨ 

stanowi przeszkodň w praktycznym wykorzystaniu aptamer·w w narzňdziach diagnostycznych 

do detekcji biomarker·w biağkowych [66, 67]. 

Metody immunodiagnostyczne wiodŃ prym w zastosowaniach POCT, gğ·wnie dziňki 

swojej wszechstronnoŜci i ğatwoŜci ich adaptacji do r·Ũnych system·w detekcji. W zaleŨnoŜci 

od mechanizmu dziağania i sposobu generowania sygnağu, wŜr·d metod 

immunodiagnostycznych moŨna wyr·Ũniĺ immunosensory, testy aglutynacji czŃstek, a takŨe 

homogeniczne i heterogeniczne testy immunologiczne. Podziağ tych ostatnich zaleŨy od tego, 

czy w trakcie ich przeprowadzania konieczne jest zastosowanie etap·w rozdzielania 

zwiŃzanych i wolnych kompleks·w antygen-przeciwciağo. Rysunek 1 zestawia podstawowe 

r·Ũnice w mechanizmach poszczeg·lnych rodzaj·w test·w immunologicznych. 

Testy aglutynacyjne to klasa test·w immunologicznych, kt·rych zasada dziağania 

bazuje na widocznej agregacji czŃstek. Efekt ten jest wywoğywany interakcjŃ antygen-

przeciwciağo, gdzie jedno z nich (peğniŃce rolň receptora) jest przyğŃczone do duŨych czŃstek, 

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

aby ich agregaty byğy widoczne goğym okiem (Rysunek 1A). Takie testy sŃ szeroko stosowane 

ze wzglňdu na ich prostotň, niski koszt i szybkoŜĺ uzyskania wynik·w, jednak charakteryzujŃ 

siň one niskŃ czuğoŜciŃ. Dodatkowym wyzwaniem w projektowaniu jednoetapowych test·w 

aglutynacyjnych jest ryzyko fağszywie ujemnych wynik·w przy wysokim stňŨeniu analitu.            
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Jest to zwiŃzane z saturacjŃ wiňkszoŜci miejsc wiŃŨŃcych przez analit obecny w wysokim 

stňŨeniu, bez wytworzenia struktury typu kanapkowego. Skutkuje to minimalnŃ aglutynacjŃ 

czŃstek i nazywane jest Ăefektem hakaò (z ang. ĂHook effectò lub ĂProzone effectò) [70]. 

 

 

 

Rysunek 1. Podziağ test·w immunologicznych; A. test aglutynacji czŃstek, B. homogeniczny test wykorzystujŃcy 

zjawisko FRET, C. heterogeniczny test typu ELISA. 

 

Homogeniczne testy immunologiczne to testy jednofazowe, kt·re nie wymagajŃ 

oddzielania analit·w zwiŃzanych w postaci immunokompleks·w od ich postaci niezwiŃzanych. 

Przykğadem sŃ testy immunologiczne z amplifikacjŃ enzymatycznŃ (z ang. enzyme-multiplied 

immunoassay technique, EMIT). Technika ta wykorzystuje konkurencjň miňdzy znakowanym 
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antygenem a analitem o wiŃzanie z przeciwciağem. ZwiŃzanie znakowanego antygenu 

wywoğuje zmianň konformacyjnŃ, hamujŃcŃ aktywnoŜĺ enzymu i zmniejszajŃcŃ sygnağ,               

kt·ry jest odwrotnie proporcjonalny do stňŨenia analitu w pr·bce. Takie rozwiŃzanie byğo 

jednym z pierwszych dostňpnych na rynku komercyjnym  i zostağo opracowane  przez firmň 

Syva w 1973 roku [71]. Innym przykğadem test·w typu homogenicznego sŃ te,                                   

kt·re wykorzystujŃ rezonansowy transfer energii (z ang. Resonance Energy Transfer, RET). 

Test tego typu bazuje na fakcie, iŨ zdarzenie molekularne jakim jest wiŃzanie analitu, wywoğuje 

zmianň odlegğoŜci miňdzy czŃsteczkami donora i akceptora energii (Rysunek 1B). Do odczytu 

wykorzystywane jest zjawisko fluorescencji (Fºrsterowski rezonansowy transfer energii,                

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

Heterogeniczne testy immunologiczne wyr·Ũnia koniecznoŜĺ realizacji sekwencyjnych 

etap·w odmywania i separacji skğadnik·w testu od kompleks·w antygen-przeciwciağo 

zwiŃzanych z powierzchniŃ. Najbardziej znanym ich przykğadem jest test 

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

lub przeciwciağo jest unieruchamiane na stağym podğoŨu studzienki mikropğytki wielodoğkowej. 

W najprostszym formacie, tj. bezpoŜrednim, po dodaniu pr·bki z analitem nastňpuje inkubacja, 

umoŨliwiajŃca tworzenie kompleks·w antygen-przeciwciağo. Po odmyciu niezwiŃzanego 

analitu dodaje siň enzymatycznie znakowane przeciwciağo, tworzŃc kompleks kanapkowy,               

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

substrat reaguje z enzymem, generujŃc sygnağ proporcjonalny do stňŨenia analitu [75]. 

Zastosowanie enzym·w jako znacznik·w katalitycznych w heterogenicznych testach 

immunologicznych przynosi istotnŃ korzyŜĺ w postaci wzmocnienia sygnağu, co wynika                   

ze zwielokrotnienia w czasie iloŜci produktu bňdŃcego jego noŜnikiem. Na podstawie prostej 

techniki ELISA moŨliwy jest rozw·j bardziej zaawansowanych wariant·w test·w poprzez 

wprowadzanie innowacji, takich  jak wykorzystanie w ich konstrukcji elastycznych podğoŨy 

(np. folii  PET) [76] oraz platform papierowych [77]. Na popularnoŜci zyskujŃ r·wnieŨ testy, 

kt·re wykorzystujŃ koniugaty przeciwciağ z nanomateriağami (z ang. nano-linked 

immunosorbent assay, NLISA), np. nanoczŃstkami katalitycznymi w roli mimetyk·w enzym·w 

[78]. Ponadto, dziňki integracji immunodetekcji z mikrosystemami przepğywowymi moŨliwa 

jest automatyzacja przeprowadzanych test·w [79]. W nowoczesnej diagnostyce roŜnie 

zapotrzebowanie na metody, kt·re ğŃczŃ prostotň i niski koszt testu ELISA z czuğoŜciŃ                            
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i szybkoŜciŃ wsp·ğczesnych rozwiŃzaŒ w formatach odpowiednich zar·wno dla rutynowych 

zastosowaŒ laboratoryjnych, jak narzňdzi POCT.  

Immunosensory to odrňbna klasa platform diagnostycznych, kt·re ğŃczŃ wysokŃ 

specyficznoŜĺ reakcji przeciwciağo-antygen z zaawansowanymi metodami detekcji. Dziňki 

zintegrowanej czňŜci przetwornikowej moŨliwe jest przeksztağcenie sygnağu biologicznego             

na mierzalny sygnağ analityczny. Dodatkowo, w przeciwieŒstwie do jednorazowych 

immunotest·w, immunosensory pozwalajŃ na ich wielokrotne wykorzystanie, co zwiňksza              

ich efektywnoŜĺ i obniŨa koszty analizy. Narzňdzia te moŨna sklasyfikowaĺ bazujŃc na 

mechanizmie przetwarzania sygnağu. Najpopularniejszymi typami sŃ: immunosensory 

elektrochemiczne, gdzie powstanie kompleksu przeciwciağo-antygen powoduje zmiany 

wğaŜciwoŜci elektrycznych [80, 81],  immunosensory optyczne, gdzie mierzone sŃ zmiany 

wğaŜciwoŜci Ŝwiatğa  (np. wykorzystujŃce zjawisko rezonansu plazmon·w powierzchniowych 

[82]) oraz immunosensory piezoelektryczne dziağajŃce na zasadzie pomiaru czňstotliwoŜci 

drgaŒ spowodowanych zmianŃ masy zwiŃzanej z powierzchniŃ [83, 84]. 

Testy homogeniczne, dziňki ograniczeniu liczby etap·w inkubacji i przemywaŒ,                     

sŃ prostsze w realizacji, jednak wymagajŃ bardziej zğoŨonych mechanizm·w generowania 

sygnağu. Z kolei testy heterogeniczne, choĺ obejmujŃ wiňcej etap·w, umoŨliwiajŃ 

skuteczniejsze eliminowanie niepoŨŃdanych zjawisk poprzez odmywanie niezwiŃzanych 

czŃsteczek. Ta kluczowa r·Ũnica sprawia, Ũe testy heterogeniczne cechujŃ siň wiňkszŃ 

niezawodnoŜciŃ i szerszym zakresem dynamicznym, co jest istotne przy analizie pr·bek                        

o wysokim stňŨeniu analitu. Ostateczny wyb·r metody immunodetekcji zaleŨy od wymagaŒ 

diagnostycznych, takich jak szybkoŜĺ uzyskania wyniku, czuğoŜĺ, koszt, dostňpnoŜĺ 

odczynnik·w oraz zğoŨonoŜĺ pr·bki. Ostatnio roŜnie r·wnieŨ zainteresowanie technikami 

umoŨliwiajŃcymi jednoczesnŃ detekcjň wielu analit·w w jednej analizie, co stawia przed 

projektantami immunoplatform nowe wyzwania z tym zwiŃzane. 

 

1.1.3 Diagnostyka wieloparametrowa ï Multiplexing 

Detekcja wieloparametrowa (z ang. multiplex) umoŨliwia wykrywanie wielu 

biomarker·w wykorzystujŃc tň samŃ pr·bkň w trakcie jednej analizy. To podejŜcie 

minimalizuje ograniczenia zwiŃzane z przepustowoŜciŃ tradycyjnych metod (z ang. monoplex), 

kt·re zazwyczaj koncentrujŃ siň na pojedynczym analicie, co moŨe prowadziĺ do niepeğnych 

wniosk·w diagnostycznych lub wiŃŨe siň z koniecznoŜciŃ przeprowadzenia szeregu osobnych 



 
 

29 
 

analiz. Ponadto, z czysto praktycznego punktu widzenia, platformy wieloparametrowe skracajŃ 

czas potrzebny na uzyskanie wynik·w, a takŨe minimalizujŃ potrzebnŃ objňtoŜĺ pr·bki [85]. 

Por·wnanie zalet platform typu multiplex z testami tradycyjnymi zostağo przedstawione                     

w formie graficznej na Rysunku 2.   

 

Rysunek 2. Por·wnanie klasycznych test·w jednoparametrowych z testami multipleksowymi. 

 

Infekcje wirusowe wywoğujŃ kaskadň proces·w zwiŃzanych z odpowiedziŃ 

odpornoŜciowŃ gospodarza, co bezpoŜrednio przekğada siň na szerokŃ gamň potencjalnych 

biomarker·w zakaŨeŒ. MoŨliwoŜĺ r·wnolegğego oznaczenia kilku z nich zapewnia bardziej 

kompleksowy obraz stanu zdrowia pacjenta. Takie podejŜcie stanowi wstňp do rozwoju 

spersonalizowanej diagnostyki, umoŨliwiajŃc dostosowanie opieki medycznej do konkretnego 

pacjenta. Jest to szczeg·lnie istotne, gdyŨ osoby z podobnymi objawami klinicznymi mogŃ 

r·Ũniĺ siň etiologiŃ i patogenezŃ choroby [86, 87]. Efektem jest przyspieszenie ŜcieŨki                          

do wdroŨenia odpowiedniego postňpowania terapeutycznego. Dodatkowo szeroka pula 

wykrywanych analit·w i moŨliwoŜĺ ich iloŜciowego oznaczania pozwala na analizň korelacji 

pomiňdzy nimi, a takŨe umoŨliwia oszacowanie upğywu czasu od momentu zakaŨenia i ocenň 

skutecznoŜci szczepienia [88].   

RosnŃce zainteresowanie narzňdziami do diagnostyki wieloparametrowej jest zgodne              

z rosnŃcym zapotrzebowaniem na wysokoprzepustowe badania w warunkach diagnostyki 

przyğ·Ũkowej (POCT). Jest to szczeg·lnie waŨne w miejscach o wysokim wskaŦniku 
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zachorowalnoŜci, gdzie dostňp do tradycyjnych laboratori·w jest ograniczony. Takie sytuacje 

obejmujŃ pandemie oraz kraje rozwijajŃce siň, gdzie szybkie uzyskanie wynik·w w warunkach 

ograniczonych zasob·w jest niezbňdne do skutecznego zarzŃdzania duŨymi populacjami 

pacjent·w [89].  

 

Podsumowanie 

Antygenowe i serologiczne biomarkery biağkowe zwiŃzane z zakaŨeniami wirusowymi 

odgrywajŃ kluczowŃ rolň w diagnostyce medycznej. W zwiŃzku z tym, r·wnieŨ receptory 

stosowane do ich wykrywania cechujŃ siň r·ŨnorodnoŜciŃ strukturalnŃ. Na podstawie 

wniosk·w z bieŨŃcego rozdziağu, w badaniach nad projektowaniem warstw receptorowych 

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

klasy IgG jako receptory antygen·w oraz biağka antygenowe, w tym biağko nukleokapsydu (N) 

wirusa SARS-CoV-2 jako receptory wiŃŨŃce przeciwciağa surowicze. Opracowane w ramach 

tej pracy platformy analityczne bazujŃ na heterogenicznych testach immunologicznych 

moŨliwych do realizacji w formacie multiplex. Wyb·r modelowych receptor·w naleŨŃcych               

do r·Ũnych grup biağek miağ na celu zademonstrowanie uniwersalnoŜci projektowanych 

platform pod wzglňdem diagnostycznym. Proponowane podejŜcie umoŨliwia 

wieloparametrowŃ detekcjň zar·wno czynnik·w zakaŦnych, jak i ocenň odpowiedzi ukğadu 

odpornoŜciowego. Odpowiada to rosnŃcemu zapotrzebowaniu na rozwiŃzania typu POCT           

oraz potrzebie holistycznego podejŜcia do zdrowia pacjenta, co stanowi podstawň rozwoju 

medycyny spersonalizowanej. 

 

1.2 Mikromacierze biağkowe  

Mikromacierze biağkowe stanowiŃ przykğad narzňdzia umoŨliwiajŃcego 

immunodetekcjň multipleksowŃ [90]. SwojŃ nazwň zawdziňczajŃ moŨliwoŜci unieruchomienia 

wielu r·Ũnych biağek receptorowych na wsp·lnym, stağym podğoŨu. Odpowiednie 

rozlokowanie przestrzenne zaimmobilizowanych biağek jest kluczowym aspektem zwiŃzanym 

z wytwarzaniem mikromacierzy i jednoczeŜnie wyzwaniem technologicznym. Dziňki temu,  

jak r·wnieŨ odpowiednim narzňdziom odczytu (najczňŜciej optycznego, bazujŃcego                            

na obrazowaniu) moŨliwe jest symultaniczne monitorowanie poziomu r·Ũnych biomarker·w     

w trakcie jednej analizy. Graficzne przedstawienie mikromacierzy z odczytem fluorescencji 

zostağo pokazane na Rysunku 3. Na przedstawionej mikromacierzy unieruchomionymi 
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biağkami sŃ nukleoproteina wirusa SARS-CoV-2 (biağko testowe, kolor czerwony)                           

oraz przeciwciağo anty-koza (biağko referencyjne, kolor zielony). Wykorzystane biağko 

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

Mikromacierz inkubowana byğa z pr·bkŃ rzeczywistŃ ï surowicŃ ludzkŃ pobranŃ od pacjenta 

ze zdiagnozowanym COVID-19, a nastňpnie znakowana przeciwciağami drugorzňdowymi 

skoniugowanymi ze znacznikiem fluorescencyjnym (Cy5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 3. Mikromacierz biağkowa wytworzona na chipie krzemowym. Zdjňcie wykonane przy uŨyciu skanera 

InnoScan 710 dziňki uprzejmoŜci Instituto di Scienze e Tecnologie Chimiche w Mediolanie (zarejestrowane 

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

 

JednŃ z najwaŨniejszych zalet mikromacierzy biağkowych jest ich potencjağ                              

do wykorzystania w badaniach o wysokiej przepustowoŜci. Pojedyncza macierz moŨe zawieraĺ 

nawet tysiŃce r·Ũnych biağek receptorowych, pozwalajŃc na jednoczesnŃ detekcjň szerokiego 

spektrum analit·w. Zminiaturyzowany format mikromacierzy pozwala na integracjň z r·Ũnymi 

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

Mikromacierze biağkowe, mimo wielu zalet, napotykajŃ istotne wyzwania 

technologiczne, zwğaszcza w zakresie immobilizacji biağek o zr·Ũnicowanych wğaŜciwoŜciach. 

Zachowanie biologicznej aktywnoŜci receptor·w oraz uzyskanie jednolitej gňstoŜci na polach 
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testowych jest niezbňdne dla powtarzalnoŜci i czuğoŜci testu. Efektywne unieruchomienie wielu 

biağek na jednym podğoŨu jest skomplikowane i stanowi istotne ograniczenie tej technologii. 

 

1.2.1 Strategie  unieruchamiana receptor·w: immobilizacja nieodwracalna                                      

i odwracalna 

 

Unieruchamianie biağek na stağych podğoŨach jest istotnym etapem w tworzeniu 

funkcjonalnych warstw receptorowych w immunosensorach i mikromacierzach biağkowych. 

Proces ten wymaga starannego doboru metod immobilizacji, aby zapewniĺ stabilnoŜĺ                             

i aktywnoŜĺ biologicznŃ biağek na powierzchni noŜnika. Klasycznie sposoby immobilizacji 

biağek opierajŃ siň na jednym z trzech mechanizm·w: kowalencyjnym (chemicznym), 

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

konwencjonalny podziağ moŨna dodatkowo skategoryzowaĺ i wyr·Ũniĺ dwie gğ·wne strategie, 

tj. immobilizacje nieodwracalne i odwracalne. OdwracalnoŜĺ (regenerowalnoŜĺ) warstwy 

receptorowej definiowana jest jako zdolnoŜĺ do wielokrotnego wykorzystania tej samej 

warstwy receptorowej bez utraty jej funkcjonalnoŜci. MoŨliwoŜĺ regeneracji warstwy 

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

uniknŃĺ fağszywych wynik·w pomiar·w spowodowanych niskŃ jakoŜciŃ i brakiem 

powtarzalnoŜci wytwarzania mikromacierzy [92]. 

Regeneracjň warstwy receptorowej immunoplatform moŨna osiŃgnŃĺ za pomocŃ dw·ch 

podejŜĺ. Pierwsze ï rozumiane klasycznie, polega na dysocjacji kompleksu przeciwciağo-

antygen przy jednoczesnym zachowaniu moŨliwie nienaruszonej struktury i zdolnoŜci wiŃzania 

receptora unieruchomionego trwale na powierzchni. Drugie podejŜcie obejmuje kaŨdorazowe, 

cağkowite usuniňcie bioreceptora z powierzchni po zrealizowanym pomiarze, a nastňpnie 

rekonstrukcjň warstwy receptorowej przed nastňpnŃ analizŃ.  

W przypadku pierwszego z wyŨej wymienionych podejŜĺ duŨym wyzwaniem jest fakt, 

Ũe biağkowa warstwa receptorowa jest wraŨliwa na ï czňsto doŜĺ agresywne ï warunki 

wymagane do zniszczenia wiŃzania przeciwciağo-antygen [93]. Dysocjacja immunokompleksu 

bez uszkodzenia struktury receptora i osğabienia jego zdolnoŜci do ponownego                          

wiŃzania analitu stanowi wyzwanie. Stosowanie bufor·w regeneracyjnych o skrajnych 

wartoŜciach pH, czňsto wzbogaconych detergentami lub Ŝrodkami chaotropowymi, ma na celu 

zakğ·cenie interakcji molekularnych i usuniňcie zwiŃzanych czŃsteczek analitu z powierzchni. 
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Jednak klasyczna regeneracja powierzchni, z zachowaniem warstwy receptorowej, wiŃŨe siň z 

ryzykiem uszkodzenia przetwornika, zmian wğaŜciwoŜci fizycznych lub denaturacji 

zaimmobilizowanych biağek receptorowych [94]. Aby ominŃĺ te problemy czňsto wykorzystuje 

siň receptory, kt·re zostağy zmodyfikowane za pomocŃ technik biologii molekularnej, na 

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

AtrakcyjnŃ alternatywŃ dla klasycznej regeneracji w immunotestach jest kaŨdorazowe 

usuwanie z powierzchni biağek receptorowych i rekonstrukcja warstwy receptorowej                              

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

jak immobilizacja biağek z wykorzystaniem powinowactwa biologicznego. OferujŃ one takie 

zalety, jak ğatwoŜĺ sterowania gňstoŜciŃ powierzchniowŃ, zachowanie natywnej formy 

receptora oraz odpowiednia ekspozycja miejsc wiŃŨŃcych, co nie jest moŨliwe w przypadku 

pasywnej adsorpcji czy kowalencyjnego sprzňgania [97]. 

Przykğadem takiej regenerowalnej immobilizacji jest unieruchamianie biağek za pomocŃ 

kotwic DNA (z ang. DNA-directed immobilization, DDI). Dziňki moŨliwoŜci syntezy 

chemicznej na duŨŃ skalň oraz stabilnoŜci DNA, czŃsteczka ta wzbudziğa zainteresowanie jako 

ğŃcznik do powierzchniowego unieruchamiania biağek. Metoda DDI wykorzystuje 

hybrydyzacjň zachodzŃcŃ pomiňdzy niĺmi DNA skoniugowanymi z biağkami receptorowymi  

a komplementarnymi sekwencjami (sondami) na podğoŨu, kt·ry to proces jest niezaleŨny                 

od budowy i wğaŜciwoŜci biağka skoniugowanego z kotwicŃ DNA. Dziňki temu, metoda DDI 

charakteryzuje siň uniwersalnoŜciŃ, pozwalajŃc na unieruchamianie r·Ũnorodnych biağek bez 

koniecznoŜci dostosowywania procedury do ich indywidualnych wğaŜciwoŜci. DDI pozwala 

r·wnieŨ na ğatwŃ i szybkŃ regeneracjň warstwy poprzez zerwanie wiŃzaŒ wodorowych                        

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

metoda ta pozwala na ğatwŃ kontrolň przestrzennego rozmieszczenia receptor·w, co odgrywa 

kluczowŃ rolň w konstrukcji mikromacierzy biağkowych [99]. Mechanizm parowania zasad nici 

DNA gwarantuje na tyle wysokŃ specyficznoŜĺ, Ũe moŨliwe jest selektywne wiŃzanie 

docelowych biağek jedynie w poŨŃdanych strefach nawet w obecnoŜci szeregu r·Ũnych 

receptor·w biağkowych znakowanych kotwicami DNA o innej sekwencji. 

Metoda DDI daje moŨliwoŜĺ unieruchamiania receptor·w na dwa sposoby, kt·re moŨna 

stosowaĺ w zaleŨnoŜci od preferowanej technologii wytwarzania immunotest·w. Pierwszy 

polega na przeprowadzaniu immobilizacji w warunkach przepğywowych, gdzie odpowiednie 

przestrzenne rozmieszczenie r·Ũnych koniugat·w biağkowych uzyskuje siň dziňki 
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wczeŜniejszemu lokalnemu rozmieszczeniu na powierzchni sond DNA o odpowiednio 

zaprojektowanych, r·ŨniŃcych siň sekwencjach. W drugim podejŜciu unieruchamianie 

bioreceptor·w odbywa siň ex-situ poprzez kontrolowane nanoszenie koniugat·w biağko-DNA 

w formie p·l testowych (z ang. spotting), przy czym cağa powierzchnia podğoŨa jest pokryta 

komplementarnymi sondami. PodejŜcie ex-situ umoŨliwia wykorzystanie tej samej kotwicy 

DNA do unieruchamiania r·Ũnych biağek. Dziňki temu proces immobilizacji jest uproszczony, 

co znaczŃco uğatwia przygotowanie mikromacierzy o zr·Ũnicowanym zestawie receptor·w. 

MoŨliwoŜĺ regeneracji warstwy receptorowej jest istotna zar·wno w immunoplatformach 

analitycznych do oznaczania r·Ũnych bioanalit·w, jak i w biosensorach sğuŨŃcych do badania 

kinetyki interakcji miňdzyczŃsteczkowych. Dziňki temu nie ma potrzeby tworzenia wielu 

identycznych p·l testowych dla r·Ũnych stňŨeŒ biomolekuğ, co upraszcza proces analizy [100].  

Zestawienie innych popularnych strategii odwracalnej (regenerowalnej) immobilizacji 

receptor·w biağkowych wraz ze wskazaniem ich gğ·wnych wad i zalet znajduje siň w Tabeli 2.  

 

Tabela 2. Charakterystyka podstawowych strategii odwracalnej immobilizacji receptor·w biağkowych 

 

Strategia 

immobilizacji  

regenerowalnej 

Wady Zalety 
Przykğad 

wykorzystania 

Pasywna adsorpcja 

Przypadkowa orientacja biağka 

receptorowego, niestabilnoŜĺ 

wiŃzania z podğoŨem, agregacja 

receptor·w 

KompatybilnoŜĺ z wieloma 

typami podğoŨy 
[101] 

DDI 
KoniecznoŜĺ koniugacji biağka z 

kotwicŃ oligonukleotydowŃ 

MoŨliwoŜĺ unieruchomienia 

kaŨdego rodzaju biağka 

receptorowego 

[102] 

His-tag/Ni2+-NTA 

Dysocjacja receptora w trakcie 

analizy, 

koniecznoŜĺ stosowania 

rekombinowanych przeciwciağ 

DostňpnoŜĺ komercyjna 

podğoŨy i rekombinowanych 

antygen·w biağkowych 

[103] 

Biağko A/G 

Ograniczenie do przeciwciağ klasy 

IgG, podatnoŜĺ  uzyskanych 

warstw na niespecyficzne 

interakcje 

Brak potrzeby modyfikacji 

receptora 
[104, 105] 

Mieszana Dğugi czas i wysoki koszt procesu 
PoğŃczenie zalet r·Ũnych 

strategii 

[106] 
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1.2.2 Nowe strategie unieruchamiana receptor·w 

Nowo opracowane strategie odwracalnego unieruchamiania receptor·w czňsto polegajŃ 

na modyfikacjach i udoskonaleniach istniejŃcych rozwiŃzaŒ. ĞŃczŃ one sprawdzone protokoğy 

funkcjonalizacji powierzchni z nowymi moŨliwoŜciami, jakie oferujŃ koniugaty biağek 

receptorowych z r·Ũnego rodzaju czŃsteczkami kotwiczŃcymi. 

 

Immobilizacja kowalencyjna 

BezpoŜrednie, kowalencyjne sprzňganie biağek z powierzchniŃ poprzez ich grupy 

funkcyjne moŨe powodowaĺ problemy, takie jak brak kontroli nad orientacjŃ przestrzennŃ, 

czasochğonne i skomplikowane procedury modyfikacji powierzchni oraz ograniczenia                        

w stosowaniu standardowych protokoğ·w immobilizacji  dla biağek o zr·Ũnicowanych 

wğaŜciwoŜciach. Przykğadowo, efektywnoŜĺ sprzňgania za pomocŃ karbodiimid·w jest silnie 

zaleŨna od ğadunku powierzchniowego biağka [107, 108]. Przeciwciağa jako glikoproteiny                   

z klasy globulin wykazujŃ strukturalne i funkcjonalne podobieŒstwo, jednak fizykochemiczna 

r·ŨnorodnoŜĺ antygen·w biağkowych sprawia, Ũe opracowanie uniwersalnych protokoğ·w ich 

unieruchamiania jest trudniejsze. Niemniej jednak immobilizacja kowalencyjna pozostaje 

niezwykle popularna i niezastŃpiona w wielu zastosowaniach, w kt·rych pasywna adsorpcja 

okazuje siň niewystarczajŃca. Szczeg·lnie sprawdza siň w immunoplatformach jednokrotnego 

uŨytku, dziňki dğugoterminowej stabilnoŜci immobilizowanych czŃsteczek oraz niskim 

kosztom wytwarzania [109]. 

 

Reaktywne kopolimery 

Kowalencyjna immobilizacja biağek z reguğy wymaga uprzedniej modyfikacji podğoŨa 

w celu wprowadzenia odpowiednich grup reaktywnych, kt·re selektywnie wiŃŨŃ siň                               

z okreŜlonymi grupami funkcyjnymi aminokwas·w w strukturze biağek. Tradycyjne metody 

modyfikacji powierzchni, takie jak silanizacja, wprowadzanie grup epoksydowych                            

czy wykorzystanie karbodiimid·w i maleimid·w, sŃ powszechnie stosowane,                                         

ale charakteryzujŃ siň czasochğonnoŜciŃ i wieloetapowoŜciŃ. Z technologicznego punktu 

widzenia, procedury te nie sŃ optymalne do seryjnej produkcji immunoplatform 

zintegrowanych w zaawansowane urzŃdzenia diagnostyczne [110]. 



 
 

36 
 

AtrakcyjnŃ alternatywŃ do wyŨej wymienionych podejŜĺ okazuje siň byĺ zastosowanie 

do funkcjonalizacji powierzchni reaktywnych kopolimer·w [111-113]. Reaktywne kopolimery 

w wyniku chemicznego sieciowania tworzŃ warstwy zdolne do pokrywania r·Ũnych typ·w 

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

karboksylowe, czy aminowe), kt·re uğatwiajŃ kowalencyjne przyğŃczanie czŃsteczek. 

Przykğad takiego kopolimeru na bazie pochodnych kwasu akrylowego zostağ 

przedstawiony na Rysunku 4. 

 

 

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

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

Schemat budowy kopolimeru MCP-2, C. Stosunek molowy monomer·w wchodzŃcych w skğad kopolimeru MCP-

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

(trimetoksysililo)propylu). 

 

Wykorzystanie kopolimer·w o r·Ũnych stosunkach monomer·w pozwala na precyzyjnŃ 

kontrolň gňstoŜci powierzchniowej grup funkcyjnych, pozwalajŃc na kontrolowanŃ 

immobilizacjň receptor·w. Takie podejŜcie niweluje ograniczenia zwiŃzane                                                 

z konwencjonalnymi sposobami funkcjonalizacji powierzchni. Kopolimery sŃ dostosowane             

do szerokiej gamy podğoŨy, od chip·w krzemowych [114], po szkğo [115], polimery [116]                     

i metale [117]. UmoŨliwia to ich potencjalne wykorzystanie w szerokim spektrum zastosowaŒ, 

od konstrukcji jednorazowych test·w, po zintegrowane urzŃdzenia diagnostyczne [118]. 

Ponadto, moŨliwe jest wprowadzenie do struktury takich kopolimer·w segment·w 

uğatwiajŃcych zwiŃzanie z powierzchniŃ (np. reszty 3-(trimetoksysililo)propylu),                              

czy element·w zapobiegajŃcych niespecyficznej adsorpcji, co pozwala na wytworzenie 

warstwy uniemoŨliwiajŃcej pğynom biologicznym nieswoiste oddziağywanie z podğoŨem [119]. 
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Stworzenie juŨ na etapie syntezy odpowiednio zaprojektowanego modyfikatora powierzchni               

o poŨŃdanych funkcjonalnoŜciach skraca czas i koszty wytworzenia zmodyfikowanej warstwy 

dziňki jednoetapowemu procesowi powlekania. Dodatkowo, wykorzystanie reaktywnych 

kopolimer·w otwiera moŨliwoŜĺ integracji r·Ũnych strategii immobilizacji. Przykğadowo, 

kowalencyjne przyğŃczenie sond oligonukleotydowych do podğoŨa zmodyfikowanego 

reaktywnym polimerem, a nastňpnie unieruchomienie receptor·w biağkowych poprzez DDI, 

ğŃczy zalety powlekania powierzchni polimerem z korzyŜciami odwracalnej immobilizacji 

bazujŃcej na powinowactwie biologicznym [99].  

 

1.2.3 Kontrola jakoŜci biağkowych warstw receptorowych 

UŨytecznoŜĺ biosensor·w i biotest·w w formacie multiplex w duŨej mierze zaleŨy               

od jakoŜci wytworzonej warstwy receptorowej. Wyzwanie to staje siň szczeg·lnie istotne,             

gdy na tej samej powierzchni unieruchamia siň wiele r·Ũnych biağek. JednorodnoŜĺ p·l 

testowych warstwy receptorowej mikromacierzy wpğywa na uzyskiwany sygnağ, co podkreŜla 

potrzebň opracowania metod kontroli ich jakoŜci [120, 121]. 

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

zautomatyzowanego systemu nanoszenia) pozwala na jednoczesne unieruchamianie                                

i przestrzenne rozmieszczenie wielu r·Ũnych receptor·w na jednej matrycy, co maksymalizuje 

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

W przeciwieŒstwie do immobilizacji w zamkniňtym ukğadzie mikroprzepğywowym, podejŜcie 

ex situ utrudnia kontrolň nad czasem interakcji miňdzy biağkiem a podğoŨem oraz nie pozwala 

na Ŝledzenie procesu wiŃzania z powierzchniŃ, co znacznie utrudnia oszacowanie gňstoŜci 

powierzchniowej receptor·w i ocenň jednorodnoŜci p·l testowych. Powoduje to,                                    

Ũe immobilizacja ex-situ wymaga szczeg·lnej dbağoŜci o standaryzacjň warunk·w procesu,            

aby minimalizowaĺ potencjalne r·Ũnice miňdzy poszczeg·lnymi polami testowymi. 

Jednym z gğ·wnych wyzwaŒ, z punktu widzenia powtarzalnoŜci wytwarzania,                       

jest unieruchomienie wielu biağek na powierzchni przetwornika w postaci p·l testowych                     

o bardzo mağych powierzchniach. Na powodzenie tego procesu ma wpğyw szereg r·Ũnych 

czynnik·w, jak chociaŨby wilgotnoŜĺ i temperatura otoczenia [122]. Wszelkie wahania podczas 

procesu immobilizacji mogŃ prowadziĺ do nier·wnomiernego rozmieszczenia biağek. 

Przykğadem jest nier·wnomierne wysychanie i powstawanie efektu pierŜcienia kawowego 

(ang. coffee ring effect), co czňsto zdarza siň przy nakğadaniu p·l testowych przy braku 
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odpowiedniej kontroli wilgotnoŜci powietrza. Aby zautomatyzowaĺ proces immobilizacji, 

stosuje siň specjalistyczne plotery, kt·re precyzyjnie nanoszŃ niewielkie objňtoŜci roztwor·w 

zawierajŃcych receptory. Dozowanie kropli odbywa siň dziňki siğom kapilarnym                                    

w kontrolowanych warunkach, czňsto z uŨyciem nawilŨanych kom·r klimatycznych. ObjňtoŜĺ 

nakğadanego roztworu zaleŨy od konstrukcji dyszy, lepkoŜci roztworu, hydrofilowoŜci podğoŨa 

oraz czasu kontaktu kapilary z podğoŨem [123]. 

Pomimo powszechnego obecnie wykorzystania zautomatyzowanych metod nanoszenia 

receptor·w, problem niejednorodnoŜci p·l testowych wciŃŨ pozostaje aktualnym wyzwaniem 

technologicznym. Przykğadowy efekt tego zjawiska zostağ zilustrowany na Rysunku 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rysunek 5. Zdjňcie przedstawiajŃce mikromacierz wytworzonŃ technikŃ automatycznego nanoszenia z 

wykorzystaniem plottera [121]. 

 

W teorii, kaŨde z p·l testowych powinno cechowaĺ siň w przybliŨeniu jednakowŃ 

gňstoŜciŃ powierzchniowŃ. W rzeczywistoŜci widaĺ, Ũe niekt·re receptory nie zostağy 

unieruchomione na powierzchni (czerwona ramka), bŃdŦ w wyniku nier·wnomiernego 

wysychania proces immobilizacji cechowağ siň duŨo niŨszŃ wydajnoŜciŃ (zielona ramka).   

W obliczu trudnych do cağkowitego wyeliminowania problem·w z jednorodnoŜciŃ p·l 

testowych masowo wytwarzanych mikromacierzy, zyskuje na znaczeniu potrzeba opracowania 

prostej metody kontroli ich wytwarzania [124]. Do tej pory nie opracowano jednak 
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uniwersalnej metody umoŨliwiajŃcej ocenň jakoŜci biağkowych warstw receptorowych                          

w ukğadzie mikromacierzowym. Takie podejŜcie umoŨliwiğoby rutynowŃ ocenň jednorodnoŜci 

p·l testowych jeszcze przed rozpoczňciem analizy, a co za tym idzie eliminacjň potencjalnych 

bğňd·w z nich wynikajŃcych.  

Jednym ze sposob·w kontroli jakoŜci warstwy receptorowej jest bezpoŜrednie 

monitorowanie procesu immobilizacji, co moŨna osiŃgnŃĺ poprzez wykorzystanie rezonansu 

plazmon·w powierzchniowych (SPR) [125]. Technika ta pozwala na monitorowanie interakcji 

biağka z podğoŨem w czasie rzeczywistym. Niestety w przypadku wiňkszoŜci mikromacierzy 

takie podejŜcie nie jest moŨliwe do zastosowania, poniewaŨ unieruchomienie receptor·w 

zachodzi ex-situ, poza ukğadem przepğywowym.  

Innym potencjalnym rozwiŃzaniem jest wykorzystanie specyficznego znakowania 

immunologicznego. UŨycie przeciwciağ (np. znakowanych fluorescencyjnie) skierowanych 

przeciwko biağku receptorowemu pozwala na okreŜlenie efektywnoŜci immobilizacji 

bioczŃsteczek, a takŨe na ocenň jednorodnoŜci gňstoŜci powierzchniowej receptora w obrňbie 

p·l testowych. Istotne ograniczenie stanowi jednak fakt, iŨ dostňpnoŜĺ znakowanych 

przeciwciağ, zwğaszcza wobec nowych antygen·w, jest ograniczona. Ponadto unieruchomienie 

wielu biağek na wsp·lnym podğoŨu wymagağoby zastosowania r·Ũnych przeciwciağ, co jest 

kosztowne i czasochğonne. Dodatkowo, specyficzne znakowanie warstwy receptorowej 

przeciwciağami uniemoŨliwiğoby ponowne uŨycie platformy bez wczeŜniejszej regeneracji. 

KolejnŃ koncepcjŃ jest r·wnieŨ moŨliwoŜĺ bezpoŜredniego znakowania receptor·w 

przed procesem immobilizacji z wykorzystaniem znacznik·w (np. fluorescencyjnych) [124]. 

Niestety, takie podejŜcie wiŃŨe siň ze skomplikowanym i czasochğonnym procesem koniugacji. 

Ponadto, sprzňganie receptora ze znacznikiem takim jak fluorofor, wiŃŨe siň z nieuniknionŃ 

utratŃ czňŜci biağka w trakcie tej procedury a takŨe potencjalnym obniŨeniem jego zdolnoŜci 

wiŃŨŃcych na skutek chemicznej modyfikacji. ObecnoŜĺ znacznika zwiŃzanego z receptorem 

moŨe r·wnieŨ komplikowaĺ odczyt sygnağu (np. optycznego) podczas docelowej analizy. 

AlternatywŃ dla powyŨszych metod jest poszukiwanie niespecyficznych znacznik·w 

biağek, kt·re umoŨliwiğyby ocenň jakoŜci warstw zğoŨonych z immobilizowanych receptor·w. 

Choĺ podejŜcie to jest bardziej uniwersalne, opracowanie takiej metody stanowi wyzwanie, 

poniewaŨ niespecyficzne znaczniki biağek muszŃ wiŃzaĺ siň odwracalnie, aby nie zakğ·caĺ 

p·Ŧniejszego rozpoznawania analitu przez receptor. Opisane wyŨej metody kontroli jakoŜci 

biağkowych warstw receptorowych zostağy przedstawione na Rysunku 6. 
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Rysunek 6. Metody kontroli jakoŜci biağkowych warstw receptorowych; A. Specyficzne znakowanie z 

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

wyznakowanych bioreceptor·w, D. UŨycie niespecyficznych znacznik·w. 
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Podsumowanie 

Unieruchomienie i przestrzenne rozmieszczenie biağek w formie mikromacierzy                       

na wsp·lnym podğoŨu to kluczowy etap w tworzeniu narzňdzi analitycznych do detekcji 

wieloparametrowej. Proces ten wiŃŨe siň jednak z wyzwaniami technologicznymi, kt·re 

wymagajŃ odpowiedniego doboru metody immobilizacji w celu zapewnienia wysokiej jakoŜci 

oraz powtarzalnoŜci warstw receptorowych. Na podstawie wniosk·w z niniejszego rozdziağu, 

w ramach badaŒ rozwijano kowalencyjne strategie unieruchamiania receptor·w,                                     

ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem rozwiŃzaŒ oferujŃcych moŨliwoŜĺ dowiŃzania biağek                        

w jednoetapowej reakcji, takich jak warstwy poŜrednie zbudowane z reaktywnych 

kopolimer·w. Podjňto r·wnieŨ pr·by opracowania platform z regenerowalnŃ warstwŃ 

receptorowŃ poprzez unieruchomienie biağek za pomocŃ kotwic oligonukleotydowych na 

podğoŨach zğotych oraz transparentnych foliach PET. Proponowane podejŜcie miağo wykazaĺ 

potencjalne przewagi metody DDI w zastosowaniach mikromacierzowych. Szczeg·lnŃ uwagň 

poŜwiňcono analizie sğabo poznanego dotychczas wpğywu skğadu monowarstwy zawierajŃcej 

kotwice ssDNA na stabilnoŜĺ i gňstoŜĺ powierzchniowŃ warstw receptorowych uzyskanych 

metodŃ DDI. 

Analiza literatury wskazuje, iŨ istnieje problem braku powtarzalnoŜci uzyskiwanych 

gňstoŜci powierzchniowych unieruchamianych receptor·w biağkowych i moŨe on istotnie 

obniŨaĺ wiarygodnoŜĺ wynik·w analiz realizowanych za pomocŃ immunotest·w w formacie 

multiplex. W pracy zidentyfikowano tň lukň badawczŃ i zaproponowano innowacyjne podejŜcie 

ï metodň mapowania gňstoŜci receptor·w w mikromacierzach SPRi z wykorzystaniem 

odwracalnego, niespecyficznego znakowania biağek. Zaprezentowane rozwiŃzania 

odpowiadajŃ na rosnŃce potrzeby diagnostyki wieloparametrowej oraz rozw·j urzŃdzeŒ POCT, 

wnoszŃc istotne innowacje w projektowanie nowoczesnych platform immunologicznych. 

 

1.3 Strategie detekcji 

Odpowiednia metoda detekcji sygnağu, kt·rŃ moŨna zastosowaĺ do immunoplatform             

w formacie mikromacierzy, powinna oferowaĺ: (i) wysoki stosunek sygnağu do szumu tğa,               

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

(iii) dobrŃ rozdzielczoŜĺ przestrzennŃ, oraz (iv) odpowiednio wysokŃ stabilnoŜĺ 

odczytywanego sygnağu [126]. W immunoplatformach do wykrywania oraz iloŜciowego 
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oznaczania bioanalit·w, jak r·wnieŨ do Ŝledzenia oddziağywaŒ bioczŃsteczkowych, stosowane 

sŃ dwie podstawowe strategie: detekcja znacznikowa oraz detekcja bezznacznikowa.  

 

1.3.1 Strategie wykorzystujŃce znaczniki 

Strategie detekcji, w kt·rych odczytywany sygnağ nie pochodzi bezpoŜrednio                              

z interakcji biağko receptorowe-analit, wykorzystujŃ jako jego Ŧr·dğo dodatkowe znakowanie. 

NajczňŜciej spotykane jest wykorzystanie przeciwciağ drugorzňdowych skoniugowanych                  

ze specjalnŃ ĂmetkŃò (z ang. label lub tag). Znacznik definiowany jest jako dowolna obca 

czŃsteczka lub czŃstka przyğŃczona do biağka, umoŨliwiajŃca wykrycie obecnoŜci                                

lub aktywnoŜci analitu w pr·bce. Odczyt sygnağu jest moŨliwy dziňki wykorzystaniu szeregu 

technik analitycznych, w zaleŨnoŜci od rodzaju znacznika, kt·rego rolň mogŃ peğniĺ enzymy 

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

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

Przykğady znacznik·w wykorzystanych w immunodetekcji biomarker·w wirusowych 

znajdujŃ siň w Tabeli 3. 

 

Tabela 3. PrzeglŃd znacznik·w stosowanych w immunotestach do wykrywania biomarker·w infekcji wirusowych 

 

Rodzaj znacznika Wykrywany analit  Strategia detekcji Referencja 

Peroksydaza 

chrzanowa (HRP) 
Wirus Zika 

Detekcja optyczna (utleniona 

TMB) 
[133] 

Fosfataza alkaliczna 

(ALP) 
Wirus RSV 

Detekcja optyczna (zğote 

nanoczŃstki) 
[134] 

Kropki kwantowe 

Antygen powierzchniowy wirusa 

zapalenia wŃtroby 

typu B 

Detekcja optyczna-

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

spektroskopia ramanowska 
[136] 

Izotiocyjanian 

fluoresceiny (FITC) 

Biağko nukleokapsydu wirusa SARS-

CoV-2 

Detekcja optyczna - 

fluorescencja 
[137] 

Kropki kwantowe CRP 
Detekcja optyczna ï 

fluorescencja QDs 
[138] 

Peroksydaza 

chrzanowa (HRP) 

Przeciwciağa skierowane przeciwko 

wirusowi afrykaŒskiego pomoru 

ŜwiŒ 

Detekcja optyczna (utleniony 

luminol) 
[139] 

Zğote nanoczŃstki 

jako nanozymy 
Wirus grypy typu A 

Detekcja optyczna (utleniona 

TMB) 
[140] 

 

 

Pierwsze immunotesty wykorzystujŃce znaczniki do detekcji sygnağu pojawiğy siň pod 

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

Zastosowanie radioizotop·w umoŨliwiğo wykrywanie nano- i pikomolarnych stňŨeŒ zwiŃzk·w 

w osoczu i tkankach, co przyczyniğo siň do rozwoju p·Ŧniejszych technik, takich jak testy 

ELISA, w kt·rych radioizotopy zastŃpiono enzymami.  

W immunodetekcji znacznikowej stosuje siň znakowanie bezpoŜrednie lub poŜrednie, 

zwykle z koniugatem przeciwciağa drugorzňdowego. KaŨde z tych podejŜĺ odpowiada na inne 

potrzeby.  

Znakowanie bezpoŜrednie upraszcza procedurň analitycznŃ, redukujŃc liczbň etap·w            

w konstrukcji immunotestu. Eliminacja dodatkowej reakcji immunologicznej zmniejsza tym 

samym ryzyko reaktywnoŜci krzyŨowej pomiňdzy przeciwciağami [142, 143]. Konstrukcja 
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testu ze znakowaniem bezpoŜrednim polega na przyğŃczeniu znacznika sprzňŨonego                               

z pierwszorzňdowym przeciwciağem lub antygenem (tzw. znakujŃcym), kt·re bezpoŜrednio 

wiŃŨe siň z analitem (Rysunek 7A). Dziňki wytworzeniu znakowanego immunokompleksu                 

w jednoetapowej reakcji metoda jest szybka i minimalizuje zuŨycie odczynnik·w, co czyni               

jŃ korzystnŃ w zastosowaniach wymagajŃcych natychmiastowych wynik·w. NaleŨy jednak 

pamiňtaĺ, Ũe ograniczona dostňpnoŜĺ komercyjnych koniugat·w przeciwciağ czňsto zmusza               

do uprzedniego, samodzielnego sprzňgania specyficznego bioreceptora ze znacznikiem. 

Znakowanie poŜrednie umoŨliwia stosowanie uniwersalnych koniugat·w przeciwciağ 

drugorzňdowych, eliminujŃc koniecznoŜĺ znakowania drogich i trudno dostňpnych przeciwciağ 

skierowanych przeciwko wykrywanym antygenom. W tym podejŜciu przeciwciağo 

drugorzňdowe, skoniugowane ze znacznikiem, wiŃŨe siň z przeciwciağem pierwszorzňdowym 

lub antygenem, kt·re pierwotnie zwiŃzağy siň z docelowym analitem, tworzŃc ukğad kanapkowy 

(Rysunek 7B). Zastosowanie przeciwciağ drugorzňdowych, zwykle poliklonalnych, umoŨliwia 

wiŃzanie z wieloma epitopami receptora, co zwiňksza efektywnoŜĺ znakowania i wzmacnia 

sygnağ, czyniŃc metodň bardziej czuğŃ i uniwersalnŃ. JednakŨe, odbywa siň to kosztem bardziej 

zğoŨonego i wydğuŨonego procesu analitycznego. Mimo tej niedogodnoŜci, szeroka dostňpnoŜĺ 

komercyjnych przeciwciağ drugorzňdowych stanowi istotnŃ zaletň tej strategii. 

 

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

znakowanie bezpoŜrednie, (B) znakowanie poŜrednie. 
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1.3.2 Strategie bezznacznikowe 

AlternatywnŃ strategiŃ detekcji sygnağu w immunoplatformach jest bezpoŜredni pomiar 

zmian fizycznych wynikajŃcych z interakcji miňdzy receptorem a analitem. Metody te, 

bazujŃce na wğaŜciwoŜciach biofizycznych, takich jak masa czy ğadunek czŃsteczki, eliminujŃ 

potrzebň wt·rnego znakowania, co umoŨliwia monitorowanie oddziağywaŒ molekularnych w 

czasie rzeczywistym. Bezznacznikowe metody optyczne opierajŃ siň gğ·wnie na refraktometrii 

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

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

wykorzystujŃce bezznacznikowŃ transdukcjň elektrochemicznŃ sŃ mniej popularne niŨ ich 

odpowiedniki znacznikowe. Wynika to z faktu, Ũe czňsto wymagajŃ zastosowania marker·w 

redoks, kt·re muszŃ byĺ zwiŃzane z receptorem lub obecne w roztworze [147]. 

 

Rezonans plazmon·w powierzchniowych (SPR) 

SPR jest jednŃ z najczňŜciej stosowanych technik detekcji bezznacznikowej. Technika 

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

i Nylandera w 1982 roku, a w ciŃgu kolejnych dziesiňcioleci stağa siň niezwykle popularnym 

narzňdziem do iloŜciowej charakteryzacji oddziağywaŒ bioczŃsteczkowych [144]. 

W klasycznym formacie SPR immobilizacja biağek receptorowych zachodzi 

bezpoŜrednio w celce mikrofluidycznej, co umoŨliwia Ŝledzenie procesu unieruchamiania 

receptor·w w czasie rzeczywistym a tym samym kontrolň ich gňstoŜci powierzchniowej. 

Niestety takie rozwiŃzanie niesie za sobŃ praktyczne ograniczenie w konstrukcji biosensor·w 

typu multiplex, gdyŨ w takim przypadku liczba potencjalnych biağek receptorowych obecnych 

na jednym przetworniku jest zdeterminowana liczbŃ dostňpnych celek przepğywowych [148]. 

W praktyce ogranicza to moŨliwoŜci konstrukcji macierzy SPR do maksymalnie 8 niezaleŨnych 

p·l testowych [149]. AlternatywŃ w takim przypadku jest SPR z obrazowaniem (z ang. Surface 

Plasmon Resonance Imaging, SPRi). Jest on pochodnŃ klasycznego SPR i jego zasada dziağania 

bazuje na ukğadzie mikromacierzowym. Z uwagi na przetwarzanie sygnağu w postaci obrazu, 

cağa powierzchnia przetwornika moŨe zostaĺ wykorzystana do unieruchomienia receptor·w. 

Warto podkreŜliĺ jednak, Ũe w przypadku SPRi immobilizacja zachodzi ex-situ poprzez 

nakraplanie roztwor·w bioreceptor·w w okreŜlonych strefach poza systemem 

mikrofluidycznym urzŃdzenia, co pozbawia SPRi moŨliwoŜci Ŝledzenia tego zjawiska w czasie 



 
 

46 
 

rzeczywistym. Schematy dziağania analizator·w SPRi oraz klasycznego SPR zostağy 

przedstawione na Rysunku 8.   

 

 

Rysunek 8. Schemat ukazujŃcy r·Ũnice w konstrukcji analizator·w SPRi (A) oraz klasycznego SPR w trybie 

skanowania kŃtowego (B).  
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W technice SPR wykorzystuje siň szklany przetwornik pokryty cienkŃ warstwŃ metalu, 

najczňŜciej zğota, na kt·rym immobilizowane sŃ biağka receptorowe. Monochromatyczne, 

spolaryzowane Ŝwiatğo pada na przetwornik, oddziağujŃc z elektronami na powierzchni metalu 

i wzbudzajŃc plazmony powierzchniowe w postaci fal elektromagnetycznych na granicy metalu 

i dielektryka [150]. Rezonans wystňpuje, gdy czňstotliwoŜĺ Ŝwiatğa odpowiada czňstotliwoŜci 

plazmon·w, co prowadzi do maksymalnej absorpcji Ŝwiatğa odbitego. Lokalne zmiany 

wsp·ğczynnika zağamania Ŝwiatğa, zaleŨne od masy przy powierzchni metalu, wpğywajŃ                     

na obserwowane przesuniňcie kŃta rezonansowego. W SPRi (z ang. imaging) stağy kŃt padania 

Ŝwiatğa umoŨliwia monitorowanie zmian intensywnoŜci promieniowania odbitego za pomocŃ 

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

r·Ũnicowym. NatňŨenie odbitego Ŝwiatğa (reflektancja) zmienia siň w czasie, co jest 

rejestrowane przez detektor. W klasycznym SPR pomiary mogŃ byĺ prowadzone przy stağym 

kŃcie padania Ŝwiatğa lub w trybie skanowania kŃtowego. Przesuniňcie kŃta rezonansowego  

jest proporcjonalne do masy czŃsteczek zwiŃzanych na powierzchni metalu w wyniku 

oddziağywaŒ z unieruchomionymi receptorami [151]. 

 

1.3.3 Praktyczne por·wnanie strategii detekcji 

Dob·r strategii detekcji w immunotestach zaleŨy zar·wno od wymaganych                                

do osiŃgniňcia parametr·w analitycznych, wygody uŨytkownika jak i od koszt·w analizator·w. 

Formaty znacznikowe charakteryzujŃ siň wysokŃ czuğoŜciŃ, umoŨliwiajŃcŃ wykrywanie 

analit·w nawet na poziomie sub-pikomolarnym [152]. We wczesnych stadiach chor·b stňŨenie 

biomarker·w w pğynach ustrojowych bywa ekstremalnie niskie, co czňsto uniemoŨliwia ich 

detekcjň metodami bezznacznikowymi. JednakŨe, zastosowanie znakowanych biağek wiŃŨe siň 

z wyŨszymi kosztami produkcji takich imunotest·w oraz wydğuŨonym czasem analizy.                      

W diagnostyce POCT metody bezznacznikowe mogŃ stanowiĺ korzystnŃ alternatywň, 

poniewaŨ umoŨliwiajŃ jednoetapowe pomiary w czasie rzeczywistym. W ostatnich latach 

obserwuje siň wzrost liczby badaŒ nad udoskonalaniem czujnik·w bezznacznikowych,                     

co Ŝwiadczy o rosnŃcym zainteresowaniu tŃ technologiŃ w diagnostyce medycznej [147, 153]. 

Analiza wieloparametrowa, umoŨliwiajŃca jednoczesnŃ identyfikacjň wielu 

biomarker·w, odgrywa kluczowŃ rolň w kompleksowej diagnostyce, na przykğad                                     

w profilowaniu odpowiedzi immunologicznej. Choĺ metody znacznikowe sŃ obecnie czňŜciej 

stosowane, sensory bezznacznikowe r·wnieŨ pozwalajŃ na projektowanie takich platform 
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[154]. JednakŨe ich zastosowanie jest ograniczone ze wzglňdu na niewielkŃ liczbň technik 

oferujŃcych jednoczeŜnie odczyt bezznacznikowy i kompatybilnoŜĺ z formatem 

mikromacierzowym. Warto jednak podkreŜliĺ, Ũe podejŜcie bezznacznikowe umoŨliwia 

monitorowanie oddziağywaŒ analit·w z warstwŃ receptorowŃ w czasie rzeczywistym, 

dostarczajŃc tym samym wiňcej informacji o badanych oddziağywaniach 

miňdzyczŃsteczkowych, w tym o kinetyce wiŃzania [155, 156].  

Podczas pracy ze zğoŨonymi pr·bkami, takimi jak surowica, zasada generowania 

sygnağu wykorzystywana w metodach bezznacznikowych moŨe okazaĺ siň jednak znaczŃcŃ 

wadŃ, poniewaŨ skğadniki obecne w matrycy pr·bki mogŃ r·wnieŨ wiŃzaĺ siň z powierzchniŃ 

czujnika, prowadzŃc do fağszywie dodatnich wynik·w [157].  W zwiŃzku z tym, podczas 

projektowania tego typu format·w test·w, konieczne jest zapewnienie maksymalnie wysokiej 

selektywnoŜci wiŃzania analitu z bioreceptorem.  

W formatach wykorzystujŃcych znaczniki sygnağ tğa oraz inne niepoŨŃdane efekty 

wynikajŃce ze zğoŨonoŜci matrycy pr·bki sŃ mniejsze, poniewaŨ rejestrowany sygnağ pochodzi 

od znacznika, kt·rego wiŃzanie jest w duŨej mierze niezaleŨne od skğadnik·w matrycy [147]. 

Ponadto, w formacie kanapkowym (z ang. sandwich format) podw·jnie rozpoznawanie 

molekularne przez receptor dodatkowo zwiňksza selektywnoŜĺ znakowania. Niemniej jednak, 

ograniczeniem dla heterogenicznych format·w znacznikowych jest koniecznoŜĺ znalezienia 

kompatybilnych par receptor·w (z ang. matched pairs) wykazujŃcych powinowactwo                        

do r·Ũnych epitop·w wykrywanej czŃsteczki, co czňsto wymaga czasochğonnych test·w 

optymalizacyjnych i moŨe stanowiĺ istotne wyzwanie w procesie projektowania takich 

platform. Dodatkowo, w  przypadku metod znacznikowych analiza pr·bek o wysokim stňŨeniu 

analitu wiŃŨe siň z ryzykiem wystŃpienia Ăefektu hakaò, kt·re polega na uzyskiwaniu wynik·w 

fağszywie ujemnych z powodu nadmiaru analitu hamujŃcego tworzenie kompleks·w typu 

kanapkowego. Metody bezznacznikowe eliminujŃ ryzyko wystŃpienia tego zjawiska dziňki 

odmiennemu mechanizmowi dziağania, co czyni je bardziej niezawodnymi w analizie pr·bek    

o szerokim zakresie stňŨeŒ. W Tabeli 4 przedstawiono por·wnanie popularnych strategii 

detekcji wykorzystywanych w immunoplatformach z podziağem na znacznikowe                                      

i bezznacznikowe oraz ocenŃ uŨytecznoŜci poszczeg·lnych technik w pomiarach 

multipleksowych oraz zautomatyzowanych analizatorach wysokoprzepustowych. 
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Tabela 4. Por·wnanie najczňŜciej wykorzystywanych znacznikowych i bezznacznikowych technik detekcji 

stosowanych w immunoplatformach 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Metoda detekcji 

Koszt 

aparatury 

do 

odczytu 

sygnağu 

MoŨliwoŜĺ pomiar·w 

multipleksowych 

MoŨliwoŜĺ analiz 

wysokoprze-

pustowych 

Z
n

a
c
z
n

ik
o

w
e 

Fluorescencja Niski Tak Tak 

Chemiluminescencja Niski Tak Tak 

Pomiary elektrochemiczne Niski Tak Tak 

Znakowanie radioizotopami średni Tak Nie 

Znakowanie nanoczŃstkami Niski Tak Tak 

B
e

z
z
n

a
c
z
n

ik
o

w
e 

Mikrowaga kwarcowa 

(QCM) 
Wysoki Nie Nie 

Rezonans plazmon·w 

powierzchniowych (SPR) 
Wysoki Nie Tak 

Rezonans plazmon·w 

powierzchniowych z 

obrazowaniem 

(SPRi) 

Wysoki Tak Tak 

Powierzchniowo wzmocniona 

spektroskopia ramanowska 

(SERS) 

Bardzo 

wysoki 
Tak Tak 
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Podsumowanie 

Metody znacznikowe, dziňki swojej wysokiej czuğoŜci, pozostajŃ zğotym standardem            

w diagnostyce medycznej. Z kolei strategie bezznacznikowe oferujŃ unikalne moŨliwoŜci 

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

dynamiki oddziağywaŒ czŃsteczkowych bez potrzeby modyfikacji biağek. Tradycyjnie                        

w opisywanych w literaturze pracach badawczych, techniki bezznacznikowe i formaty 

wykorzystujŃce znakowanie sŃ traktowane niezaleŨnie jako dwie alternatywne strategie 

detekcji.  

W niniejszej pracy doktorskiej zaproponowano podejŜcie polegajŃce na wykorzystaniu 

technik bezznacznikowych (SPR i SPRi) zar·wno jako strategii detekcji w konstrukcji 

immunosensor·w SPR, jak r·wnieŨ jako uzupeğniajŃcego narzňdzia do charakteryzacji 

oddziağywaŒ, kt·re jest szczeg·lnie przydatne na poczŃtkowych etapach projektowania 

immunotest·w. Takie wygodne narzňdzie pomaga bardziej szczeg·ğowo monitorowaĺ i lepiej 

zrozumieĺ procesy zachodzŃce na powierzchni. Zaproponowane podejŜcie wykorzystujŃce 

system SPR pozwala na Ŝledzenie oddziağywaŒ wybranych receptor·w z docelowymi analitami 

w czasie rzeczywistym, a takŨe na kontrolň nad gňstoŜciŃ powierzchniowŃ biağek. 
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Rozdziağ 2 

2. Cel i zakres pracy doktorskiej 

Celem niniejszej pracy doktorskiej byğo opracowanie nowych strategii wytwarzania               

i charakteryzacji biağkowych warstw receptorowych do multipleksowej detekcji biomarker·w 

zwiŃzanych z zakaŨeniami wirusowymi. 

Droga do realizacji tego celu w pierwszym etapie obejmowağa badania nad r·Ũnymi 

aspektami procesu immobilizacji biağek receptorowych przy uŨyciu kotwic DNA (DDI), m. in. 

za pomocŃ rezonansu plazmon·w powierzchniowych (SPR). WaŨnym zadaniem byğo r·wnieŨ 

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

warstw receptorowych w formacie mikromacierzy SPRi, do czego wykorzystano anionowe 

barwniki jako niespecyficzne znaczniki receptor·w biağkowych unieruchomionych                              

na powierzchni przetwornika. Dalsze badania miağy na celu opracowanie uniwersalnych 

strategii immobilizacji biağek (zar·wno odwracalnych jak i nieodwracalnych)                                           

na powierzchniach zğotych oraz foliach PET i sprawdzenie moŨliwoŜci ich wykorzystania                   

w konstrukcji immunotest·w. Modelowe receptory obejmowağy przeciwciağa klasy IgG oraz 

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

Opracowane podejŜcie miağo na celu zapewnienie moŨliwoŜci unieruchomienia obu 

grup modelowych receptor·w, niezaleŨnie od ich struktury i wğaŜciwoŜci, a nastňpnie ğatwŃ 

implementacjň wybranego rozwiŃzania do format·w multipleksowych.  

Na drodze do osiŃgniňcia zaplanowanego celu scharakteryzowano wybrane strategie 

(pasywnŃ adsorpcjň, immobilizacjň kowalencyjnŃ oraz DDI) wykorzystujŃc bezznacznikowŃ 

detekcjň SPR. Ostatnim z cel·w czŃstkowych pracy byğo zaprojektowanie platform 

diagnostycznych do wykrywania biomarker·w infekcji wirusowych w diagnostyce 

serologicznej. KorzystajŃc z reaktywnych kopolimer·w jako warstw przejŜciowych, 

skonstruowano immunotesty na elastycznych podğoŨach PET z detekcjŃ w oparciu                                 

o znakowanie enzymatyczne. Ich potencjalnŃ uŨytecznoŜĺ zweryfikowano na koŒcowym etapie 

badaŒ, analizujŃc rzeczywiste pr·bki surowic pobranych od pacjent·w pod kŃtem diagnostyki 

COVID-19. 
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W ramach pracy doktorskiej zaplanowano nastňpujŃce, szczeg·ğowe zadania badawcze, 

kt·rych realizacja stağa siň podstawŃ cyklu 4 artykuğ·w naukowych: 

¶ analiza dostňpnych metod immobilizacji biağek umoŨliwiajŃcych ich unieruchamianie 

na r·Ũnych podğoŨach (gğ·wnie zğotych i polimerowych); 

¶ weryfikacja istotnoŜci wpğywu skğadu monowarstwy zawierajŃcej sondy ssDNA                

oraz czystoŜci i stechiometrii koniugat·w DNA-biağko na stabilnoŜĺ i gňstoŜĺ 

powierzchniowŃ biağkowych warstw receptorowych immobilizowanych poprzez DDI; 

¶ opracowanie nowej, ğagodnej dla unieruchomionych biağek i kompatybilnej z technikŃ 

SPRi w formacie mikromacierzowym metody kontroli jakoŜci warstwy receptorowej            

z wykorzystaniem odwracalnego znakowania barwnikami anionowymi; 

¶ zaprojektowanie strategii unieruchamiania receptor·w biağkowych na potrzeby 

konstrukcji immunotest·w w oparciu o detekcjň znacznikowŃ (znakowanie 

enzymatyczne) z wykorzystaniem elastycznych podğoŨy i reaktywnych kopolimer·w; 

¶ weryfikacja uŨytecznoŜci wytworzonych platform w analizie pr·bek rzeczywistych 

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

 

Gğ·wne zadania badawcze zostağy przedstawione w formie graficznej na Rysunku 9.  

 

 

 Rysunek 9. Zadania badawcze wyznaczone w ramach cyklu czterech artykuğ·w naukowych stanowiŃcych 

podstawň rozprawy doktorskiej. 
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Rozdziağ 3 

3. Komentarz do cyklu artykuğ·w naukowych bňdŃcych podstawŃ rozprawy 

doktorskiej  

 

Cykl publikacji naukowych, kt·re skğadajŃ siň na niniejszŃ rozprawň doktorskŃ, 

przedstawia opis badaŒ nad rozwojem nowoczesnych immunoplatform umoŨliwiajŃcych 

multipleksowŃ detekcjň biomarker·w zwiŃzanych z zakaŨeniami wirusowymi                                           

z wykorzystaniem dw·ch system·w detekcji ï bezznacznikowej detekcji SPRi oraz detekcji 

spektrofotometrycznej w oparciu o znakowanie enzymatyczne. SŃ to cztery publikacje 

naukowe, z kt·rych pierwsza (P1) ma charakter przeglŃdowy, a pozostağe trzy (P2, P3, P4) 

prezentujŃ wyniki oryginalnych badaŒ eksperymentalnych. 

 

3.1 Projektowanie warstw receptorowych do zastosowaŒ w immunodiagnostyce [P1] 

 

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

immunosensory z zastosowaniem rezonansu plazmon·w powierzchniowych (SPR) wyr·Ũnia 

zdolnoŜĺ do bezpoŜredniego monitorowania oddziağywaŒ pomiňdzy bioczŃsteczkami w czasie 

rzeczywistym bez koniecznoŜci stosowania znacznik·w. Ta cecha czyni SPR szczeg·lnie 

atrakcyjnym i przydatnym narzňdziem w projektowaniu warstw receptorowych platform 

biosensorowych. 

Projektowanie biağkowych warstw receptorowych odpowiednich do analizy pr·bek 

rzeczywistych i kompatybilnych z formatami multipleksowymi wymaga dogğňbnej analizy 

dostňpnych strategii immobilizacji oraz zrozumienia kluczowych wyzwaŒ technologicznych, 

kt·re mogŃ wpğywaĺ na proces detekcji. Warstwy te powinny charakteryzowaĺ siň 

adaptowalnoŜciŃ, czyli ğatwoŜciŃ ich dostosowania do nowych typ·w receptor·w, a takŨe 

moŨliwoŜciŃ regeneracji, co pozwala na wielokrotne uŨycie czujnika czy immunotestu bez 

znaczŃcego pogorszenia jego parametr·w analitycznych. 

 A artykule P1 przedstawiono przeglŃd literatury dotyczŃcy najnowszych osiŃgniňĺ                   

i istniejŃcych wyzwaŒ w zakresie konstrukcji warstw receptorowych immunosensor·w SPR. 

Stanowi on niezbňdne wprowadzenie do badaŒ eksperymentalnych opisanych w kolejnych 

pracach wchodzŃcych w skğad tej rozprawy. W artykule P1 przeanalizowano i por·wnano 

r·Ũnorodne metody wytwarzania biağkowych warstw receptorowych, akcentujŃc wpğyw 
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wybranej strategii unieruchamiania receptor·w na potencjalne moŨliwoŜci zastosowaŒ 

diagnostycznych uzyskanego immunosensora. Wykonany przeglŃd literatury (P1) pozwala 

wyr·Ũniĺ dwie wiodŃce grupy metod unieruchamiania receptor·w biağkowych. Pierwsza z nich 

obejmuje wykorzystanie fizycznej adsorpcji bŃdŦ chemicznej funkcjonalizacji powierzchni 

skutkujŃce losowŃ orientacjŃ wiŃzanych receptor·w, z kolei druga obejmuje metody 

ukierunkowanej immobilizacji wykorzystujŃce powinowactwo biologiczne.  

W artykule P1 podkreŜlono fundamentalne r·Ũnice pomiňdzy strategiami immobilizacji 

oraz zawarto szczeg·ğowe om·wienie r·Ũnych podejŜĺ do tego zagadnienia, w tym metod 

fizycznych, takich jak adsorpcja elektrostatyczna, i chemicznych, kt·re zapewniajŃ trwağe 

poğŃczenie, ale mogŃ wpğywaĺ na konformacjň i aktywnoŜĺ biağek zwiŃzanych z powierzchniŃ. 

Zwr·cono szczeg·lnŃ uwagň na nowatorskie podejŜcia umoŨliwiajŃce immobilizacjň biağek 

(zar·wno przeciwciağ, jak i receptor·w antygenowych, w tym biağek rekombinowanych)                      

z zachowaniem ich stabilnoŜci i aktywnoŜci biologicznej, takie jak immobilizacja                                

z wykorzystaniem bakteriofag·w, bakteryjnych superantygen·w czy immobilizacja za pomocŃ 

kotwic DNA (DDI). Wykonany przeglŃd literaturowy wskazuje na rosnŃce zainteresowanie 

badaczy moŨliwoŜciŃ monitorowania proces·w zachodzŃcych na powierzchni sensora w czasie 

rzeczywistym oraz wykorzystania metod immobilizacji w oparciu o powinowactwo 

biologiczne.  

W publikacji P1 podsumowano gğ·wne ograniczenia w zastosowaniu immunosensor·w 

SPR do diagnostyki medycznej. Jest to m.in. adsorpcja skğadnik·w zğoŨonych matryc 

biologicznych, kt·re mogŃ negatywnie wpğywaĺ na wiarygodnoŜĺ uzyskiwanych wynik·w. 

Wartym podkreŜlenia wnioskiem jest r·wnieŨ fakt, iŨ stabilnoŜĺ chemiczna oraz powtarzalnoŜĺ 

procesu wytwarzania warstw receptorowych ciŃgle pozostajŃ wyzwaniami technologicznymi, 

kt·re mogŃ negatywnie wpğywaĺ na wiarygodnoŜĺ i odtwarzalnoŜĺ uzyskiwanych wynik·w. 

Te wyzwania pozostajŃ r·wnieŨ aktualne wzglňdem innych rodzaj·w immunotest·w                        

czy sensor·w dziağajŃcych w formacie detekcji multiplex, co podkreŜla uniwersalny charakter 

przedstawionej problematyki. Aby sprostaĺ tym wyzwaniom, konieczne jest rozwijanie 

nowatorskich metod wytwarzania i charakteryzacji warstw immunoreceptorowych, co stağo siň 

podstawŃ badaŒ nad metodŃ kontroli ich jakoŜci, opisanych w artykule P3. Z kolei propozycja 

odpowiedzi na wspominane wyzwania zwiŃzane z niespecyficznŃ adsorpcjŃ skğadnik·w pr·bek 

klinicznych i wydajnoŜciŃ procesu immobilizacji przedstawione zostağy w publikacji P4. 
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W pracy przeglŃdowej P1 podkreŜlono, Ũe spoŜr·d metod wykorzystujŃcych 

powinowactwo biologiczne, DDI wyr·Ũnia siň moŨliwoŜciŃ precyzyjnej kontroli gňstoŜci 

powierzchniowej biağek na powierzchni. Ponadto, strategia ta umoŨliwia efektywnŃ regeneracjň 

warstw kotwiczŃcych poprzez zniszczenie dupleks·w DNA-DNA stanowiŃcych gğ·wny 

mechanizm kotwiczenia receptor·w biağkowych. Z uwagi na wspomniane zalety strategia DDI 

zostağa wybrana do dalszych badaŒ, opisanych w artykule P2.  

NaleŨy w tym miejscu podkreŜliĺ jednak fakt, Ũe w istniejŃcych doniesieniach 

literaturowych podejmujŃcych temat wytwarzania biağkowych warstw receptorowych                           

z wykorzystaniem DDI stosunkowo niewielkŃ uwagň przykğada siň do optymalizacji skğadu 

warstwy kotwiczŃcej koniugaty DNA-biağko (typowo monowarstwy mieszanej zawierajŃcej 

sondy ssDNA i czynnik blokujŃcy powierzchniň, tzw. Ăwypeğniaczò) oraz oczyszczania 

uzyskanych koniugat·w DNA-biağko z nadmiaru reagent·w, w szczeg·lnoŜci niezwiŃzanych 

nici DNA. W obliczu doniesieŒ wskazujŃcych na stosunkowo niewielkŃ wydajnoŜĺ sprzňgania 

nici DNA z grupami aminowymi biağka, a co za tym idzie koniecznoŜĺ stosowania nadmiaru 

DNA w reakcji koniugacji, jego obecnoŜĺ moŨe stanowiĺ istotny, acz jak dotŃd niezauwaŨony 

problem wpğywajŃcy negatywnie na efektywnoŜĺ wiŃzania koniugat·w przez warstwň 

kotwiczŃcŃ [158]. Zbadanie literatury przedmiotu przedstawione w pracy P1 umoŨliwiğo 

dostrzeŨenie niszy badawczej, jakŃ jest ulepszenie metodologii wytwarzania biağkowych 

warstw receptorowych z wykorzystaniem DDI. SpostrzeŨenie to stanowiğo r·wnieŨ asumpt                           

do sformuğowania i p·Ŧniejszej weryfikacji hipotezy badawczej dotyczŃcej moŨliwoŜci 

poprawy gňstoŜci powierzchniowej receptor·w biağkowych, a tym samym czuğoŜci 

immunosensor·w konstruowanych w oparciu o DDI, poprzez optymalizacjň skğadu warstwy 

kotwiczŃcej oraz wykorzystanie odpowiednio oczyszczonych koniugat·w DNA-biağko                       

o preferowanej stechiometrii 1:1. 

Zgodnie z przyjňtymi celami badawczymi, przeglŃd literatury w artykule P1 stanowiğ 

niezbňdne wprowadzenie do badaŒ nad projektowaniem biağkowych warstw receptorowych, 

ukierunkowujŃc je na wyb·r bardziej zaawansowanych strategii immobilizacji i wskazujŃc               

na potrzebň optymalizacji parametr·w tego procesu. 
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3.2 Badania nad  warstwami receptorowymi w oparciu o hybrydyzacjň DNA jako 

fundament rozwoju adaptowalnych platform multipleksowych [P2] 

 

MajŃc na uwadze sformuğowany cel niniejszej rozprawy doktorskiej, jakim  byğo 

opracowanie adaptowalnych biağkowych warstw receptorowych przeznaczonych                              

do multipleksowej detekcji biomarker·w zwiŃzanych z zakaŨeniami wirusowymi, praca P2 

odgrywa kluczowŃ rolň w jego realizacji. Opisane w niej badania koncentrujŃ siň                                    

na szczeg·ğowym zrozumieniu proces·w towarzyszŃcych immobilizacji biağek za pomocŃ 

kotwic DNA oraz ich optymalizacji na potrzeby konstrukcji nowoczesnych platform 

diagnostycznych opartych na tej technologii. 

Przeprowadzone badania miağy na celu miňdzy innymi weryfikacjň hipotezy badawczej 

dotyczŃcej wpğywu stechiometrii i czystoŜci koniugat·w biağko-DNA na wydajnoŜĺ ich 

immobilizacji na warstwach kotwiczŃcych pokrytych sondami zbudowanymi z jednoniciowych 

kwas·w nukleinowych. W pierwszym etapie badaŒ opisanych w artykule P2 skoniugowano 

dwa rodzaje modelowych receptor·w ï biağko nukleokapsydu wirusa SARS-CoV-2                         

oraz przeciwciağo przeciwko ludzkiemu biağku C-reaktywnemu ï z kotwicami DNA,                             

a nastňpnie przeprowadzono oczyszczenie mieszaniny poreakcyjnej za pomocŃ chromatografii 

jonowymiennej. Metoda ta wykorzystuje r·Ũnice w czasach retencji skğadnik·w mieszaniny 

uzyskanej po koniugacji, kt·re wynikajŃ z innych ğadunk·w rozdzielanych biomolekuğ. Dziňki 

chromatograficznemu oczyszczaniu udağo siň oddzieliĺ niepoŨŃdane komponenty pozostajŃce 

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

w suplemencie do tego artykuğu), takie jak wolne, nieskoniugowane biağka oraz DNA. Wpğyw 

stopnia oczyszczenia koniugat·w DNA-przeciwciağo na kinetykň procesu DDI zostağ zbadany 

przy uŨyciu SPR, a sensogramy bňdŃce wynikiem przeprowadzonych analiz zestawiono                     

na Rysunku 2 artykuğu P2. Krzywe asocjacji (wynikajŃce z hybrydyzacji kotwic DNA                          

z komplementarnymi sondami unieruchomionymi na powierzchni chipa) zar·wno wolnego 

DNA, jak i koniugat·w biağkowych przed i po oczyszczaniu chromatograficznym, 

przedstawione na Rysunek 2A potwierdzajŃ hipotezň, iŨ niepoŨŃdane komponenty mieszaniny 

w znaczŃcy spos·b zakğ·cajŃ proces immobilizacji receptor·w biağkowych. Charakter 

oddziağywania nieoczyszczonych koniugat·w z warstwŃ jest zbliŨony do oddziağywania 

wolnego DNA, co wynika z duŨego stňŨenia tej niewielkiej bioczŃsteczki w roztworze                            

i przypuszczenia, iŨ jej przyğŃczanie jest faworyzowane kinetycznie wzglňdem wiŃzania duŨych 

struktur DNA-biağko. Przypuszczenie to znalazğo dodatkowe potwierdzenie w wyznaczonych 
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stağych kinetycznych charakteryzujŃcych oba wspomniane oddziağywania  (Rysunki  2B i 2C 

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

cechowağa zar·wno wyŨsza szybkoŜĺ asocjacji (ka = 1,51 Ŀ 105 M-1 Ŀ s-1) oraz niŨsza stağa 

dysocjacji kompleksu (KD = 1,95 mM) w por·wnaniu do parametr·w opisujŃcych wiŃzanie 

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

z tych doŜwiadczeŒ jednoznacznie wskazujŃ na potrzebň dokğadnego oczyszczania mieszaniny 

poreakcyjnej z niezwiŃzanych nici DNA.  

W toku dalszych badaŒ nad poprawŃ efektywnoŜci i stabilnoŜci wiŃzania koniugat·w 

DNA-biağko przez warstwy kotwiczŃce w strategii DDI  por·wnano r·Ũne rodzaje sond 

oligonukleotydowych unieruchomionych na powierzchni zğota na drodze chemisorpcji,                       

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

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

cukrowo-fosforanowy zostağ zastŃpiony neutralnym chemicznie ğaŒcuchem poliamidowym 

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

sŃ sprzňŨone z kationowymi jednostkami sperminy. Obie modyfikacje miağy na celu 

zmniejszenie odpychania elektrostatycznego pomiňdzy komplementarnymi niĺmi kwas·w 

nukleinowych, co by potencjalnie zwiňkszyğo stabilnoŜĺ uzyskanych dupleks·w. 

Przeprowadzone badania efektywnoŜci hybrydyzacji immobilizowanych analog·w z DNA                

w roztworze ujawniğy, Ũe ZNAÈ pozwala osiŃgnŃĺ  blisko dwukrotnie wyŨszŃ efektywnoŜĺ 

hybrydyzacji w por·wnaniu do klasycznych sond DNA, podczas gdy w przypadku PNA                   

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

BazujŃc na wynikach pomiar·w ɕ-potencjağu powierzchni wskazujŃcych na odmienny 

ğadunek powierzchniowy warstw kotwiczŃcych zawierajŃcych sondy DNA i ZNAÈ 

(odpowiednio -38,2 mV dla DNA i +47,8 mV dla ZNAÈ) wysnuto hipotezň, Ũe zastosowanie 

kationowej warstwy ZNAÈ moŨe korzystnie wpğywaĺ na stabilnoŜĺ dupleks·w z DNA, a tym 

samym na stabilnoŜĺ koniugat·w biağek receptorowych unieruchomionych w wyniku DDI. 

WykorzystujŃc  technikň SPR sprawdzono prawdziwoŜĺ takiego zağoŨenia (Rysunek 5                       

w publikacji P2). Co jednak zaskakujŃce, poza wczeŜniej zaobserwowanŃ, wyŨszŃ wydajnoŜciŃ 

tworzenia dupleksu ZNAÈ-DNA, nie zaobserwowano podwyŨszonej stabilnoŜci tego typu 

hybryd wzglňdem klasycznych hybryd DNA-DNA w warunkach niskiej siğy jonowej. 

Podsumowanie badaŒ dotyczŃcych typ·w sond oligonukleotydowych, w tym efektywnoŜci 

unieruchamiania sond, wpğywu analog·w na tworzenie dupleks·w, koszt syntezy analog·w,              
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a takŨe ich wpğyw na ğadunek powierzchni zostağo zawarte w Tabeli S2 suplementu publikacji 

P2. Wnioski z niej pğynŃce wskazujŃ na zauwaŨalnie wyŨszŃ efektywnoŜĺ hybrydyzacji sond 

ZNA w por·wnaniu do klasycznych sond DNA, przy jednoczeŜnie znaczŃco wyŨszych 

kosztach ich syntezy. W obliczu braku istotnych zalet z punktu widzenia stabilnoŜci dupleks·w 

ZNAÈ-DNA, w szczeg·lnoŜci braku odpornoŜci na obniŨonŃ siğň jonowŃ roztworu                            

(co pozwoliğoby obniŨyĺ wymagania wzglňdem skğadu bufor·w stosowanych w konstrukcji 

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

wykorzystywano warstwy kotwiczŃce zawierajŃce sondy DNA. 

Kolejnym krokiem w kierunku optymalizacji skğadu warstw kotwiczŃcych do DDI               

byğ dob·r odpowiedniego czynnika wypeğniajŃcego. W tym celu por·wnano trzy polarne 

ligandy r·ŨniŃce siň wielkoŜciŃ i elastycznoŜciŃ strukturalnŃ, tj. 6-merkaptoheksanol                       

oraz tiolowane pochodne poli(glikolu etylenowego) o ciňŨarze czŃsteczkowym odpowiednio 

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

o ciňŨarze czŃsteczkowym 800 Da dziağa skutecznie jako czynnik zabezpieczajŃcy przed 

niespecyficznŃ adsorpcjŃ biağka obecnego we wprowadzonej do ukğadu pr·bce oraz generuje 

mniejsze przeszkody steryczne podczas procesu wiŃzania DNA w por·wnaniu z PEG o ciňŨarze 

3 kDa. JednoczeŜnie sprawdzono r·wnieŨ wpğyw gňstoŜci powierzchniowej sond                                   

na uzyskiwane sygnağy SPR pochodzŃce od hybrydyzacji z DNA. W celu uzyskania warstw 

kotwiczŃcych o r·Ũnych gňstoŜciach powierzchniowych sond DNA, byğy one 

wsp·ğimmobilizowane z tiolowanym PEG-800 jako Ŝrodkiem rozcieŒczajŃcym w r·Ũnych 

stosunkach molowych. Wnioski z doŜwiadczenia zilustrowanego na Rysunku 6F wskazujŃ,             

Ũe ĂrozcieŒczonaò warstwa uzyskana przez koadsorpcjň sondy DNA z PEG-800 w stosunku 

molowym 1:4 wykazywağa o ponad 120% lepszŃ zdolnoŜĺ wiŃzania komplementarnej nici 

DNA niŨ analogiczna warstwa utworzona przez ĂnierocieŒczonŃò sondň.  

Celem sprawdzenia, czy warstwa kotwiczŃca o uprzednio zoptymalizowanym skğadzie 

zapewnia odpowiednie warunki do wydajnego i specyficznego unieruchomienia koniugat·w 

DNA-przeciwciağo poprzez DDI, przeprowadzono sekwencyjne doŜwiadczenie w ramach 

kt·rego unieruchomiono poczŃtkowo wolnŃ niĺ DNA, a nastňpnie koniugaty biağko-DNA a oba 

procesy byğy zakoŒczone regeneracjŃ z wykorzystaniem 50 mM roztworu NaOH (Rysunek 7 

w publikacji P2). Wykazano wysokŃ skutecznoŜĺ regeneracji, zar·wno na etapie zerwania 

wiŃzaŒ w dupleksie DNA, jak i usuniňcia powstağych immunokompleks·w po etapie 

immunoznakowania zaimmobilizowanych koniugat·w biağek receptorowych. Z kolei brak 
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obserwowanych zmian sygnağu SPRi w obszarach stanowiŃcych referencjň Ŝwiadczy                            

o wysokiej selektywnoŜci immobilizacji (ograniczonej wyğŃcznie do wczeŜniej 

przygotowanych p·l testowych zawierajŃcych komplementarne sondy DNA), jak r·wnieŨ 

wskazuje na brak adsorpcji niespecyficznej biağka receptorowego. Wnioski te wskazujŃ                     

na moŨliwoŜĺ wykorzystania opracowanego w ramach badaŒ protokoğu unieruchamiania 

receptor·w biağkowych poprzez  DDI r·wnieŨ w warunkach przepğywowych.  

PodsumowujŃc, badania opisane w pracy P2 dowiodğy, iŨ  szczeg·ğowa analiza szeregu 

parametr·w, takich jak czystoŜĺ koniugat·w biağkowych, rodzaj i gňstoŜĺ powierzchniowa 

sond DNA oraz rodzaj czynnika wypeğniajŃcego wykazujŃ istotny wpğyw na efektywnoŜĺ 

wiŃzania przez warstwň kotwiczŃcŃ koniugat·w DNA-biağko. Opisane powyŨej innowacje 

wprowadzone do  procedur immobilizacji stanowiŃ nowŃ wiedzň, waŨnŃ z punktu widzenia 

dalszego rozwoju zaawansowanych platform diagnostycznych w oparciu o DDI.  

 

3.3 NieniszczŃca metoda kontroli jakoŜci biağkowej warstwy receptorowej w formacie 

mikromacierzy SPRi [P3] 

 

We wstňpie literaturowym artykuğu P3, jak r·wnieŨ szerzej we wprowadzeniu niniejszej 

Rozprawy (podrozdziağ 1.2.3) nakreŜlono potrzebň poszukiwania metod kontroli jakoŜci 

biağkowych warstw receptorowych w formatach mikromacierzowych wytwarzanych                            

w procesach immobilizacji ex situ. PodkreŜlono, Ũe brak dokğadnych i nieinwazyjnych narzňdzi 

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

W czňŜci doŜwiadczalnej artykuğu P3 zaprezentowano wyniki badaŒ nad 

zaproponowanym nowatorskim podejŜciem do kontroli jakoŜci warstw receptorowych                        

w systemach SPRi, kt·re wykorzystuje odwracalne znakowanie powierzchniowo 

unieruchomionych biağek barwnikami anionowymi. Wstňpna selekcja barwnik·w, polegajŃca 

na zbadaniu kinetyki ich wiŃzania z zaimmobilizowanym na powierzchni przeciwciağem 

kr·liczym za pomocŃ SPRi, wykazağa, Ũe z puli badanych szeŜciu barwnik·w jednynie Ponceau 

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

Brilliant Blue G-250, CBB-G) wykazujŃ zdolnoŜĺ do odwracalnego wiŃzania z biağkiem 

(Rysunki  S1 i S2 suplementu artykuğu P3).  

Schemat przyjňtej procedury badawczej zilustrowany na Rysunku 1A obejmuje                      

w pierwszym etapie unieruchomienie modelowych biağek ï transferyny i przeciwciağa 

kr·liczego klasy IgG ï przy uŨyciu klasycznego SPR na powierzchni zğotego przetwornika. 
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Proces ten pozwoliğ na monitorowanie procesu immobilizacji w czasie rzeczywistym                     

oraz wyznaczenie gňstoŜci powierzchniowej zaimmobilizowanych biağek. KorzystajŃc                        

z R·wnania 1 przedstawionego w publikacji P3, wiŃŨŃcego zmianň kŃta rezonansowego i iloŜĺ 

zasocjowanej na powierzchni masy, moŨliwe byğo kaŨdorazowo dokğadne okreŜlenie gňstoŜci 

powierzchniowej zaimmobilizowanych receptor·w. Przetwornik z unieruchomionymi 

receptorami o znanej gňstoŜci powierzchniowej przenoszono nastňpnie do aparatu SPRi,             

gdzie prowadzano dalsze badania nad ich odwracalnym znakowaniem za pomocŃ barwnik·w. 

Sensogram r·Ũnicowy SPRi pokazany na Rysunku 1C ilustruje odwracalnoŜĺ oddziağywania 

wybranych barwnik·w anionowych z przeciwciağem kr·liczym unieruchomionym                               

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

wizualizacji receptor·w na powierzchni i niespecyficzny charakter oddziağywaŒ barwnik·w               

z biağkami (zar·wno przeciwciağami, jak i antygenami). Z kolei brak zauwaŨalnej zmiany 

sygnağu SPRi dla stref w kt·rych nie zostağo zaimmobilizowane biağko Ŝwiadczy o braku 

oddziağywaŒ miňdzy barwnikami a podğoŨem, co potwierdza selektywnoŜĺ wybranych 

znacznik·w wzglňdem biağek. Jako alternatywnŃ metodň kontroli jakoŜci biağkowych warstw 

receptorowych w przedstawionych badaniach wybrano specyficzne znakowanie biağek za 

pomocŃ odpowiednio dobranych wzglňdem nich przeciwciağ (Rysunek S1B w publikacji P3). 

W kolejnym etapie prac skupiono siň na optymalizacji metody celem uzyskania 

moŨliwie wysokiej czuğoŜci znakowania za pomocŃ wybranych barwnik·w. Rysunek 2A                 

w publikacji P3 ilustruje wpğyw pH medium na czuğoŜĺ odpowiedzi SPRi dla PS, AB oraz 

CBB-G. Zaobserwowano, Ũe najbardziej efektywne wiŃzanie wszystkich trzech barwnik·w 

zachodzi w Ŝrodowisku kwaŜnym, zaŜ za optymalne dla PS i CBB-G przyjňto pH 2,0 (bufor 

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

poznania mechanizmu oddziağywania barwnik-biağko w poszczeg·lnych przypadkach, zbadano 

wpğyw siğy jonowej (stňŨenia NaCl) na odpowiedzi SPRi dla AB oraz CBB-G (Rysunek 2B). 

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

czuğoŜci znakowania, co potwierdziğo kluczowŃ rolň oddziağywaŒ elektrostatycznych                           

w wiŃzaniu tego barwnika z biağkami. W przypadku bğňkitu brylantowego, kt·rego wiŃzanie 

opiera siň gğ·wnie na oddziağywaniach hydrofobowych, zmiana siğy jonowej nie miağa tak 

znaczŃcego wpğywu na czuğoŜĺ odpowiedzi.  

Jako, Ũe opracowana metoda mapowania biağek powierzchniowych powinna byĺ 

nieniszczŃca dla unieruchomionych receptor·w, w toku dalszych badaŒ oceniono wpğyw 
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oddziağywania roztworu barwnika na zachowanie zdolnoŜci immobilizowanego biağka                        

do tworzenia immunokompleks·w oraz og·lnŃ stabilnoŜĺ warstwy receptorowej. Jest to o tyle 

istotne, Ũe sam proces znakowania za pomocŃ PS i CBB-G jest prowadzony w roztworze                       

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

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

biosensora SPRi na przestrzeni szeŜciu cykli, w ramach kt·rych nastrzyki roztworu CBB-G 

poprzedzane byğy specyficznym immunoznakowaniem jednego z biağek receptorowych 

(kr·liczego IgG). Pomiňdzy specyficznym i niespecyficznym znakowaniem wprowadzono 

etapy regeneracji warstwy. W przypadku obu modelowych biağek moŨna zauwaŨyĺ, Ũe warstwa 

receptorowa tylko nieznacznie traci swojŃ zdolnoŜĺ wiŃzania. Zar·wno w przypadku 

immunoznakowania, jak i oddziağywania z barwnikiem, zauwaŨono niewielkie spadki 

odpowiedzi (w obu przypadkach spadki po 6 cyklu nie przekraczağy 30% wzglňdem 

wyjŜciowego sygnağu). Te zmiany zostağy przypisane naturalnemu, stopniowemu procesowi 

degradacji i desorpcji warstwy. Rezultaty badaŒ wykazağy, Ũe nastrzyki roztworu barwnika 

CBB-G w buforze o pH 2,0 nie wywoğujŃ istotnej degradacji czy utraty aktywnoŜci 

immobilizowanych kowalencyjnie receptor·w biağkowych, co potwierdza nieniszczŃcy                  

dla warstwy receptorowej charakter proponowanej metody kontroli jakoŜci.  

Zbadano takŨe korelacjň miňdzy sygnağem SPRi uzyskanym w wyniku oddziağywania 

barwnik-biağko a gňstoŜciŃ powierzchniowŃ receptor·w. Pozwoliğo to na ocenň uŨytecznoŜci 

metody pod kŃtem analiz iloŜciowych. Wykresy przedstawiajŃce uzyskane zaleŨnoŜci                       

dla znakowania transferyny i IgG za pomocŃ trzech wybranych barwnik·w oraz dla 

immunoznakowania (jako metody referencyjnej) zostağy przedstawione  na Rysunku 4                       

w publikacji P3. Analiza uzyskanych wynik·w wykazağa, Ũe dla wszystkich trzech badanych 

barwnik·w, a takŨe dla mapowania z wykorzystaniem przeciwciağ, moŨliwe jest wyznaczenie 

w okreŜlonych zakresach liniowej zaleŨnoŜci opisujŃcej relacjň odpowiedzi SPRi i gňstoŜci 

powierzchniowej biağek. Zdecydowanie najwyŨszŃ czuğoŜĺ iloŜciowego oznaczenia biağek 

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

dla transferyny) uzyskano przy pomocy  znakowania CBB-G. NaleŨy jednak zwr·ciĺ uwagň, 

Ũe uzyskane r·Ũnice w czuğoŜciach wzglňdem obydwu biağek w przypadku znakowania danym 

rodzajem barwnika wskazujŃ na koniecznoŜĺ wstňpnej kalibracji metody na potrzeby analiz 

iloŜciowych. Uzyskane wyniki potwierdziğy hipotezň, Ũe przedstawiona metoda moŨe byĺ 

stosowana do iloŜciowej oceny gňstoŜci powierzchniowej unieruchomionych receptor·w.  
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W toku dalszych badaŒ wstňpnie zweryfikowano potencjağ zastosowania opracowanej 

metody do mapowania biağek unieruchomionych na komercyjnym podğoŨu CMD. PodğoŨe 

takie, w przeciwieŒstwie do wczeŜniej badanych monowarstw na powierzchni Au stanowi 

tr·jwymiarowŃ matrycň umoŨliwiajŃcŃ uzyskanie znaczŃco wyŨszych gňstoŜci 

powierzchniowych unieruchomionych biağek, co opisywano szerzej w publikacji P1.                 

Dziňki temu podğoŨa CMD stanowiŃ zğoty standard w analizach biağek za pomocŃ techniki SPR. 

Rysunek 5 w publikacji P3 przedstawia zaleŨnoŜĺ sygnağu SPRi uzyskanego w wyniku 

oddziağywania barwnik-biağko (Rysunek 5A dla kr·liczego IgG, Rysunek 5B dla transferyny) 

lub immunoznakowania tych receptor·w zaimmobilizowanych na slajdzie CMD.                                 

Do immobilizacji wykorzystano roztowry biağek o stňŨeniach: 100 ɛg/ml - oznaczone jako 

stňŨenie wysokie (H) lub 5 ɛg/ml - oznaczone jako stňŨenie niskie (L). Aby dokğadniej oceniĺ 

iloŜciowe zaleŨnoŜci, obliczono stosunki sygnağu SPRi uzyskane dla tych dw·ch stňŨeŒ dla 

kaŨdego z biağek. Przyjňto, Ũe im bliŨszy jest stosunek odpowiedzi SPRi do stosunku gňstoŜci 

powierzchniowych uzyskanych w wyniku kowalencyjnej immobilizacji w warunkach 

przepğywowych, tym dokğadniej dany barwnik odzwierciedla przedstawione korelacje.  

WartoŜci uzyskanych wsp·ğczynnik·w opisujŃcych relacje pomiňdzy sygnağem                         

a gňstoŜciŃ powierzchniowŃ biağka podsumowane w Tabeli 1 w publikacji P3 jednoznacznie 

wskazujŃ, Ũe proporcje pomiňdzy r·Ũnymi gňstoŜciami powierzchniowymi biağek na slajdzie 

CMD zdecydowanie najlepiej odwzorowuje ich znakowanie za pomocŃ barwnika PS. 

Przypuszczalnym wytğumaczeniem obserwowanego zjawiska jest bardzo szybka kinetyka jego 

asocjacji, skutkujŃca ğatwoŜciŃ wysycenia dostňpnych miejsc wiŃŨŃcych w strukturze biağek, 

nawet w przypadku ich duŨego upakowania na powierzchni. Uzyskane rezultaty stanowiŃ 

przesğankň ŜwiadczŃcŃ o duŨej uniwersalnoŜci zaproponowanej metody, jednak jej 

implementacja do kontroli jakoŜci biağkowych warstw receptorowych uzyskiwanych na innych 

podğoŨach wymaga dalszych, bardziej szczeg·ğowych badaŒ. 

KoŒcowym etapem walidacji opracowanej metody byğa ocena uŨytecznoŜci                                 

w zastosowaniach mikromacierzowych. W tym celu przygotowano platformň o architekturze 

mikromacierzy na chipie SPRi z unieruchomionymi ex-situ transferynŃ oraz przeciwciağem 

kr·liczym w postaci p·l testowych o zr·Ũnicowanej gňstoŜci powierzchniowej. R·Ũnice                     

te osiŃgniňto poprzez nanoszenie r·Ũnych stňŨeŒ biağek (od 2 do 200 ɛg/ml) na wsp·lne 

podğoŨe. Na Rysunku 6A w publikacji P3 przedstawiono zaleŨnoŜci pomiňdzy rejestrowanymi 

zmianami sygnağ·w SPRi w wyniku oddziağywania barwnik-biağko (lub immunoznakowania 
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jako metody referencyjnej), a stňŨeniami receptor·w uŨytych do immobilizacji. Ich analiza 

potwierdziğa, Ũe kaŨdy z trzech wybranych do badaŒ barwnik·w umoŨliwia wizualizacjň,                     

a takŨe (w okreŜlonych zakresach, dla kt·rych zaobserwowano liniowe odpowiedzi) r·wnieŨ 

iloŜciowŃ ocenň gňstoŜci powierzchniowej biağek receptorowych unieruchomionych                            

na powierzchni CMD. Brak obserwowanych zmian sygnağu dla p·l testowych                                        

bez zaimmobilizowanego biağka oraz moŨliwoŜĺ wizualizacji obu biağek w jednym 

doŜwiadczeniu potwierdzajŃ dodatkowo poŨŃdany, niespecyficzny charakter oddziağywania 

barwnik-biağko. Wspomniane zalety stanowiŃ przewagň proponowanego rozwiŃzania                     

nad immunoznakowaniem. 

PodsumowujŃc, badania opisane w artykule P3 dowodzŃ, Ũe odwracalne znakowanie 

barwnikami anionowymi jest skutecznŃ i nieniszczŃcŃ metodŃ kontroli jakoŜci biağkowych 

warstw receptorowych w systemach SPRi. Wykorzystanie niespecyficznego znakowania 

umoŨliwia szybkŃ wizualizacjň receptor·w oraz iloŜciowŃ ocenň ich gňstoŜci powierzchniowej. 

Opracowana metodyka, bňdŃca najwaŨniejszym osiŃgniňciem opisanym w tej publikacji, jest 

nowatorskim narzňdziem wspierajŃcym rozw·j platform biosensorycznych w ukğadach 

mikromacierzowych. 

W tym miejscu chciağabym wspomnieĺ, Ũe badania dotyczŃce wykorzystania 

barwnik·w anionowych do mapowania biağkowych warstw receptorowych biosensor·w SPRi 

w formacie multiplex byğy kontynuowane. Prace te ukierunkowano na sprawdzenie moŨliwoŜci 

adaptacji opracowanej metodyki do charakteryzacji warstw receptorowych uzyskanych innymi 

metodami, ze szczeg·lnym uwzglňdnieniem immobilizacji z wykorzystaniem powinowactwa 

biologicznego. Pokazano, Ũe jest moŨliwe zastosowanie wybranych barwnik·w do kontroli 

jakoŜci warstw receptorowych bazujŃcych na metodzie DDI (opracowanych w ramach 

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

r·wnieŨ, Ũe znakowanie biağek anionowymi barwnikami (na przykğadzie CBB-G)  moŨe zostaĺ 

skutecznie wykorzystane do kontroli gňstoŜci powierzchniowej biağek receptorowych 

unieruchomionych kowalencyjnie na podğoŨach karboksylowanych o zr·Ũnicowanych 

architekturach powierzchni. Wyniki zebrano i przedstawiono w manuskrypcie o roboczym 

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

SPRi Biosensors Using Click-Biology Approachesò, kt·ry jest obecnie na koŒcowym etapie 

przygotowania i nie moŨe byĺ wğŃczony do cyklu publikacji bňdŃcych podstawŃ przedğoŨonej 

rozprawy doktorskiej. 
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3.4 Platformy immunoenzymatyczne skonstruowane na bazie elastycznych podğoŨy 

PET i reaktywnych kopolimer·w [P4] 

 

W tym etapie prac badawczych skoncentrowano siň na opracowaniu elastycznych 

immunoplatform kompatybilnych z formatem multiplex w oparciu o znakowanie 

enzymatyczne. Punkt wyjŜcia stanowiĺ miağy funkcjonalizowane reaktywnymi kopolimerami 

folie PET, zaŜ celem byğo uzyskanie zminiaturyzowanych, elastycznych podğoŨy testowych               

do wykrywania r·Ũnych klas i podklas immunoglobulin w surowicy pacjent·w pod kŃtem 

diagnostyki zakaŨeŒ SARS-CoV-2.  Wyzwanie badawcze podjňte w artykule P4 wpisuje siň w 

aktualne trendy diagnostyki medycznej, ğŃczŃc rozw·j mikroobjňtoŜciowych test·w ELISA               

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

Prekursory do wytwarzania warstw reaktywnych kopolimer·w pozyskano w ramach 

wsp·ğpracy naukowej z instytutem SCITEC w Mediolanie (grupa badawcza prof. Marcelli 

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

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

w polimerze Copoly Azide), co umoŨliwiağo kontrolowanŃ immobilizacjň czŃsteczek 

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

Struktura i szczeg·ğowy skğad kopolimer·w wykorzystanych w badaniach oraz mechanizm 

immobilizacji czŃsteczek na ich powierzchni zostağy przedstawione na Rysunku S1                              

w suplemencie publikacji P4.  

Multipleksowe platformy diagnostyczne powinny umoŨliwiaĺ wykrywanie r·Ũnych 

przeciwciağ przeciwko wybranym antygenom. W zwiŃzku z tym, badania rozpoczňto                          

od selekcji antygenu wirusa SARS-CoV-2, w ramach kt·rej stwierdzono, Ũe platformy 

wykorzystujŃce nukleoproteinň (NP) lub domenň wiŃŨŃcŃ receptor (RBD) jako receptory 

biağkowe, oferujŃ zbliŨonŃ i wysokŃ czuğoŜĺ  immunotest·w serologicznych. Z uwagi                          

na omawianŃ szerzej we wstňpie literaturowym (podrozdziağ 1.1.1 Biomarkery zakaŨeŒ 

wirusowych) immunogennoŜĺ oraz wysoki poziom ekspresji NP, biağko to zostağo ostatecznie 

wybrane do dalszych badaŒ jako modelowy antygen. 

Aby oceniĺ wpğyw rodzaju podğoŨa i sposobu immobilizacji antygenu na czuğoŜĺ 

serologicznych test·w immunologicznych oraz niespecyficznŃ adsorpcjň skğadnik·w surowicy, 

por·wnano r·Ũne materiağy polimerowe w roli podğoŨy immunotest·w. Podczas 

eksperyment·w zaobserwowano, iŨ w przypadku unieruchamiania rekombinowanych 

antygen·w podğoŨe i metoda ich immobilizacji majŃ o wiele wiňkszy wpğyw na uzyskiwanŃ 
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czuğoŜĺ immunotestu niŨ w przypadku immobilizowanych przeciwciağ (Rysunek 1, P4). 

Dlatego tym bardziej zasadne wydağo siň poszukiwanie rozwiŃzaŒ pozwalajŃcych na uzyskanie 

stabilnego i efektywnego dowiŃzania biağek do r·Ũnych podğoŨy, w tym materiağ·w 

elastycznych i cienkowarstwowych kompatybilnych z technologiami mikrofluidycznymi.                

W odpowiedzi na sformuğowany problem badawczy, do opracowania miniaturowych platform 

do test·w immunoenzymatycznych wykorzystano podğoŨa z folii PET modyfikowane warstwŃ 

kopolimeru MCP-2 reaktywnego wzglňdem grup aminowych biağek.  

Potwierdzono przewagň kowalencyjnej immobilizacji na podğoŨu PET 

modyfikowanym MCP-2 nad pasywnŃ adsorpcjŃ, wykazujŃc wyŨszŃ czuğoŜĺ testu 

serologicznego w obu stosowanych strategiach znakowania ï poŜrednim i bezpoŜrednim 

(Rysunek 2, P4). Format poŜredni dodatkowo pozwoliğ na uzyskanie przeciňtnie o ponad 30% 

wyŨszych sygnağ·w dla tej samej pr·bki surowicy zawierajŃcej przeciwciağa IgG przeciwko 

nukleoproteinie SARS CoV-2, dziňki dodatkowej amplifikacji sygnağu przez koniugat 

przeciwciağa drugorzňdowego.  

Kolejnym etapem badawczym byğo zastosowanie immunoplatformy PET opartej                   

na MCP-2 do analizy iloŜciowej. Przedstawione na Rysunku 3 w artykule P4 zaleŨnoŜci 

zarejestrowanych sygnağ·w w funkcji rozcieŒczeŒ surowicy (3A) oraz stňŨeŒ przeciwciağa 

monoklonalnego przeciwko biağku N SARS CoV-2 (3B) w obu przypadkach cechujŃ szerokie 

zakresy zar·wno dynamicznej, jak i liniowej odpowiedzi. Stanowi to dow·d, iŨ platformy 

skonstruowane na foliach PET pokrytych MCP-2 dajŃ moŨliwoŜĺ iloŜciowej analizy pr·bek 

pod kŃtem zawartoŜci przeciwciağ anty-SARS-CoV-2. Dodatkowo, na podstawie krzywej 

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

bezpoŜrednim i uzyskano odpowiedŦ liniowŃ w zakresie stňŨeŒ 5-200 ng/ml komercyjnych 

mysich przeciwciağ monoklonalnych anty-SARS-CoV-2, przy dolnej granicy wykrywalnoŜci 

wynoszŃcej 2,73 ng/ml.  

W celu weryfikacji uŨytecznoŜci diagnostycznej, immunoplatforma na podğoŨu PET 

zostağa zastosowana najpierw do wykrywania podklas przeciwciağ IgG (IgG1, IgG2, IgG3                      

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

pr·bek surowicy od pacjent·w z dodatnim i ujemnym wynikiem testu na COVID-19 pod kŃtem 

zawartoŜci specyficznych przeciwciağ klas IgG i IgA (Rysunek 4 w publikacji P4). 

Przedstawione wykresy pokazujŃ, Ũe dla obu wykrywanych klas specyficznych przeciwciağ 

uzyskane sygnağy (wartoŜci absorbancji) dla surowic dodatnich sŃ znacznie wyŨsze niŨ                    

dla pr·bek ujemnych, przekraczajŃc przyjňtŃ wartoŜĺ odciňcia (stanowiŃcŃ ŜredniŃ z sygnağ·w 
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dla pr·bek ujemnych zwiňkszonŃ o podwojone odchylenie standardowe). Podstawowe 

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

na podstawie wszystkich 28 pr·bek. CzuğoŜĺ w ujňciu diagnostycznym wyniosğa 100% (14/14 

pr·bek pozytywnych poprawnie sklasyfikowanych), a swoistoŜĺ 92,9% (1/14 pr·bek 

negatywnych bğňdnie sklasyfikowano jako pozytywnŃ).  

ReasumujŃc, dotychczas opisane badania w artykule P4 dotykajŃ szeregu aspekt·w 

aplikacyjnych, dotyczŃcych wytwarzania podğoŨy i konstruowania miniaturowych platform 

multipleksowych z detekcjŃ immunoenzymatycznŃ. Niemniej jednak, zaproponowana 

metodyka kowalencyjnej immobilizacji z wykorzystaniem reaktywnego kopolimeru MCP-2, 

choĺ wykazuje istotne przewagi wzglňdem dotychczas wykorzystywanych rozwiŃzaŒ, nie jest 

w stanie w peğni sprostaĺ wyzwaniom wynikajŃcym z r·ŨnorodnoŜci strukturalnej antygen·w. 

Uzyskane wyniki potwierdziğy wczeŜniejszŃ hipotezň dotyczŃcŃ koniecznoŜci poszukiwania 

bardziej uniwersalnych podejŜĺ do immobilizacji biağek, tj. takich, kt·re pozwalajŃ                               

na efektywne unieruchomienie receptor·w bez brania pod uwagň ich indywidualnej  budowy. 

Takim podejŜciem jest DDI, co zostağo om·wione w artykule P1 i P2.  

Na podstawie powyŨszych wniosk·w, jak r·wnieŨ metodyki opisanej w publikacji P2 

postanowiono sprawdziĺ moŨliwoŜĺ konstrukcji testu immunoenzymatycznego w formacie 

multipleksowym na folii PET w oparciu o metodň DDI.  

Do badaŒ nad implementacjŃ DDI na foliach PET wykorzystano reaktywny kopolimer 

Copoly Azide, kt·ry umoŨliwia reakcjň typu Ăclick chemistryò z bioczŃsteczkami 

posiadajŃcymi grupy dibenzocyklooktynowe (DBCO). W ramach badaŒ wstňpnych 

potwierdzono selektywnoŜĺ  procesu kowalencyjnej immobilizacji modyfikowanych DBCO 

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

P4). Technika rezonansu plazmon·w powierzchniowych z obrazowaniem (SPRi) umoŨliwiğa 

Ŝledzenie w czasie rzeczywistym oddziağywania komplementarnego DNA i koniugat·w DNA-

biağko z tak wytworzonymi warstwami kotwiczŃcymi. Badanie wykazağo, Ũe Copoly Azide 

skutecznie zapobiega niespecyficznej adsorpcji biomolekuğ i umoŨliwia stabilne 

unieruchomienie sond DNA oraz immobilizacjň koniugat·w DNA-biağko poprzez 

hybrydyzacjň, co czyni ten kopolimer odpowiednim do zastosowania jako warstwň przejŜciowŃ 

w procesie DDI na folii PET.  

Zarejestrowane zmiany sygnağ·w na skutek wiŃzania koniugat·w DNA-biağko 

widoczne na sensogramach SPRi (Rysunek 5B, publikacja P4) potwierdziğy skutecznoŜĺ 

immobilizacji obydwu modelowych biağek receptorowych (nukleoproteiny oraz przeciwciağ 
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przeciwko ludzkim IgG). Co szczeg·lnie istotne, uzyskano gňstoŜci powierzchniowe 

receptor·w na bardzo podobnym poziomie, niezaleŨnie od ich struktury, co stanowiĺ miağo 

jednŃ z hipotetycznych przewag metody DDI nad kowalencyjnym dowiŃzaniem.  

 Ostatnim elementem prac badawczych, waŨnym z punktu widzenia celu niniejszej 

rozprawy, byğo przeniesienie strategii immobilizacji receptor·w biağkowych za pomocŃ 

hybrydyzacji kotwic DNA na podğoŨa PET kompatybilne z detekcjŃ znacznikowŃ. W celu 

weryfikacji poprawnoŜci dziağania skonstruowanego testu przeprowadzono iloŜciowy test 

serologiczny przy uŨyciu ludzkiej surowicy w r·Ũnych rozcieŒczeniach (Rysunek 6A                           

w publikacji P4). W pierwszym kroku pozytywnie zweryfikowana zostağa specyficznoŜĺ 

wiŃzania analit·w przez warstwň receptorowŃ immobilizowanŃ poprzez DDI. 

Dalsze szczeg·ğowe badania potwierdzajŃce postulowany przebieg procesu  

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

Ũe unieruchomienie receptora biağkowego na folii zmodyfikowanej Copoly Azide zachodzi 

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

iŨ nie zaobserwowano niespecyficznej adsorpcji koniugat·w na podğoŨu pozbawionym 

komplementarnych sond oligonukleotydowych. Nastňpne doŜwiadczenie stanowiğo 

weryfikacjň hipotezy badawczej dotyczŃcej moŨliwoŜci tworzenia platform multipleksowych 

w oparciu o znakowanie immunoenzymatyczne przy pomocy metody DDI jako podstawowej 

strategii immobilizacji. Jednoczesna immobilizacja dw·ch r·Ũnych receptor·w biağkowych 

pozwoliğa na wykrywanie przeciwciağ zar·wno w pr·bkach syntetycznych zawierajŃcych 

przeciwciağa IgG ze Ŧr·değ komercyjnych, jak i w pr·bkach rzeczywistych (Rysunek 6B                     

w publikacji P4). Co szczeg·lnie waŨne, niezaleŨnie od skğadu matrycy pr·bki, w kaŨdym                  

z przypadk·w obserwowano jedynie Ŝladowy sygnağ pochodzŃcy z pr·bek kontrolnych.  

Wyniki zawarte w publikacji P4 dowodzŃ, Ũe stanowiŃce gğ·wny element nowoŜci                    

w niniejszej pracy folie PET funkcjonalizowane reaktywnymi kopolimerami w roli podğoŨy 

test·w immunoenzymatycznych mogŃ stanowiĺ waŨne ogniwo w rozwoju nowoczesnych 

platform multipleksowych do diagnostyki serologicznej. Prostota procesu wytwarzania podğoŨy 

modyfikowanych kopolimerami akrylowymi z reaktywnymi grupami funkcyjnymi                            

(na przykğadzie MCP-2 i Copoly Azide) oraz ich kompatybilnoŜĺ z r·Ũnymi metodami 

immobilizacji stanowi istotny aspekt sprzyjajŃcy opracowaniu nowoczesnych, przenoŜnych 

system·w diagnostycznych. MogŃ one znaleŦĺ zastosowanie zar·wno w warunkach 

klinicznych, jak i systemach typu POCT. 
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Rozdziağ 4 

4. Podsumowanie 

Niniejsza rozprawa doktorska, bňdŃca cyklem powiŃzanych tematycznie artykuğ·w 

naukowych, przedstawia wyniki badaŒ dotyczŃce projektowania nowoczesnych platform 

immunodiagnostycznych do multipleksowej detekcji biomarker·w zwiŃzanych z zakaŨeniami 

wirusowymi. W ramach pracy przeprowadzono analizň dotychczas wykorzystywanych metod 

immobilizacji bioreceptor·w i zdefiniowano kluczowe wyzwania z nimi zwiŃzane                                 

w kontekŜcie moŨliwoŜci ich zastosowania w konstrukcji platform w formacie macierzy 

biağkowych.  

Wykazano, Ũe metoda DDI moŨe zostaĺ z powodzeniem wykorzystana                                        

do realizowanego w jednoetapowym procesie  unieruchamiania zr·Ũnicowanych pod wzglňdem 

struktury biağek, takich jak przeciwciağa i antygeny rekombinowane. Udowodniono,                               

iŨ kluczowe znaczenie dla zapewnienia odpowiedniej gňstoŜci powierzchniowej warstw 

immunoreceptorowych uzyskiwanych poprzez DDI miağo zastosowanie oczyszczonych 

chromatograficznie koniugat·w DNA-biağko o kontrolowanej stechiometrii w roli receptor·w. 

Badania potwierdziğy, Ũe dob·r odpowiednich komponent·w monowarstwy kotwiczŃcej,                    

w tym skğadnik·w niereceptorowych takich jak wypeğniacze powierzchni, wpğywa na szereg 

parametr·w zwiŃzanych z jej funkcjonowaniem. Wyb·r jako wypeğniacza pochodnej PEG                  

o ciňŨarze czŃsteczkowym okoğo 800 Da okazağ siň dobrym kompromisem pomiňdzy 

zachowaniem przez warstwň zdolnoŜci wiŃzania koniugat·w biağko-DNA a zapewnieniem 

ochrony przed niespecyficznŃ adsorpcjŃ biağek. Przeprowadzone badania z wykorzystaniem 

techniki SPR i SPRi udowodniğy, iŨ DDI jako strategia immobilizacji pozwala na szybkie                      

i odwracalne unieruchomienie r·Ũnych biağek receptorowych na powierzchni zğota w formacie 

macierzowym. Zastosowanie powinowactwa biologicznego umoŨliwia r·wnieŨ efektywnŃ 

regeneracjň warstw receptorowych na skutek dysocjacji dupleks·w kotwic DNA z koniugatami 

DNA-biağko. 

Opracowana metoda mapowania i kontroli jakoŜci biağkowych warstw receptorowych 

za pomocŃ odwracalnego znakowania biağek barwnikami anionowymi umoŨliwiğa iloŜciowŃ             

i jakoŜciowŃ charakteryzacjň warstw receptorowych w formacie mikromacierzy SPRi, 

zachowujŃc aktywnoŜĺ biologicznŃ receptor·w. KaŨdy z finalnie wytypowanych do tego celu 

barwnik·w wykazywağ unikatowe zalety, takie jak: wysoka czuğoŜĺ w przypadku Coomassie 
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G-250, ğagodne warunki znakowania (pH 4,0) w przypadku czerni amidowej 10B oraz duŨa 

labilnoŜĺ kompleksu barwnik-biağko, uğatwiajŃca jego szybkie odmycie z warstwy, 

obserwowana w przypadku Ponceau S. Wykazano, iŨ opracowane metody znakowania biağek 

powierzchniowych sŃ kompatybilne z r·Ũnymi podğoŨami typowo stosowanymi                                    

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

SAM i warstwami 3D z hydroŨelu karboksymetylodekstranu). NaleŨy podkreŜliĺ,                                 

Ũe po odpowiedniej modyfikacji opracowane metody dajŃ szansň ich stosowania r·wnieŨ                    

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

dalszych badaŒ, kt·rych wyniki nie zostağy ujňte w niniejszej rozprawie.  

Zaprojektowano i przetestowano elastyczne immunoplatformy uzyskane                                        

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

Przeprowadzona za pomocŃ bezpoŜredniego immunoznakowania analiza por·wnawcza warstw 

receptorowych zğoŨonych z immobilizowanych antygen·w biağkowych potwierdziğa,                          

iŨ kowalencyjna immobilizacja biağek na powierzchni folii PET pokrytej MCP-2 pozwala 

osiŃgnŃĺ kilkukrotnie wyŨsze gňstoŜci powierzchniowe receptor·w w por·wnaniu do pasywnej 

adsorpcji, co przekğada siň na wiňkszŃ stabilnoŜĺ warstwy receptorowej oraz redukcjň 

niespecyficznych oddziağywaŒ w testach serologicznych. Badania wykazağy, Ũe zastosowane 

polimery umoŨliwiajŃ efektywnŃ i stabilnŃ immobilizacjň receptor·w biağkowych, zar·wno             

w formacie znacznikowym (wykorzystujŃcym znakowanie enzymatyczne),                                             

jak i bezznacznikowym (z detekcjŃ SPR). Zaprojektowane platformy pozwoliğy na skutecznŃ                                                 

i wiarygodnŃ analizň r·Ũnych klas i podklas przeciwciağ w surowicach pacjent·w po przebyciu 

COVID-19. Na podstawie wynik·w analiz 28 pr·bek rzeczywistych stwierdzono,                                  

iŨ immunoplatformy PET cechujŃ siň 100% czuğoŜciŃ diagnostycznŃ oraz 92,9% swoistoŜciŃ                          

w wykrywaniu przeciwciağ anty-SARS-CoV-2, co potwierdza ich potencjağ aplikacyjny                      

w diagnostyce serologicznej. Zaimplementowanie strategii DDI na elastycznych podğoŨach 

PET potwierdziğo jej wszechstronnoŜĺ w kontekŜcie detekcji multipleksowej. 

Zademonstrowano, iŨ elastyczne podğoŨa polimerowe w poğŃczeniu z nowoczesnymi metodami 

immobilizacji i znakowania mogŃ byĺ wykorzystane do rozwoju przenoŜnych test·w 

diagnostycznych typu POCT, umoŨliwiajŃcych szybkie i skuteczne wykrywanie zakaŨeŒ 

wirusowych. 

Niniejsza praca dostarcza nowych rozwiŃzaŒ w zakresie projektowania biağkowych 

warstw receptorowych oraz wskazuje kluczowe czynniki wpğywajŃce na ich jakoŜĺ                                  
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i funkcjonalnoŜĺ. Uzyskane wyniki stanowiŃ solidny fundament do dalszych badaŒ nad 

immunoplatformami zgodnymi z wymaganiami nowoczesnej diagnostyki multipleksowej                                

i system·w typu point-of-care. 

 

NajwaŨniejsze osiŃgniňcia badawcze: 

¶ Wykazanie przewagi DDI nad klasycznymi metodami immobilizacji pod wzglňdem 

uniwersalnoŜci i ğatwoŜci unieruchamiania receptor·w biağkowych na r·Ũnych 

podğoŨach. 

¶ Opracowanie i optymalizacja metody DDI do unieruchamiania przeciwciağ                                    

i rekombinowanych antygen·w biağkowych na podğoŨach zğotych i polimerowych. 

¶ Zaprojektowanie nieniszczŃcej metody kontroli jakoŜci warstw receptorowych, 

umoŨliwiajŃcej mapowanie gňstoŜci powierzchniowej biağek w mikromacierzowych 

platformach SPRi. 

¶ Stworzenie immunoplatform na bazie folii PET funkcjonalizowanych reaktywnymi 

kopolimerami do diagnostyki serologicznej oraz wdroŨenie strategii DDI                                   

na modyfikowanych podğoŨach PET w konstrukcji immunoplatform multipleksowych. 
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