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Streszczenie rozprawy doktorskiej pt,:

Rozwdj i zastosowanie analityczne bioczujnikow z detekcja Powierzchniowego
Rezonansu Plazmondw w wersji Imaging (SPRI) .

Powierzchniowy rezonans plazmonéw w wersji obrazowej (SPRI) w polaczeniu ze
specyficznymi bioczujnikami jest technika coraz szerzej stosowana do oznaczania
biomolekut o znaczeniu biologicznym.

Badania przedstawione w niniejszej pracy doktorskiej zawarte s3 w 7 artykulach, w
ktérych opisany jest proces konstrukcji i doskonalenia nowych bioczujnikow SPRI oraz
opracowania nowych, bezznacznikowych oraz szybkich metod analitycznych do pomiaru
stezenia wybranych biomolekut w roznych rodzajach probek.

Pierwszym etapem prac bylo opracowanie szczegblow budowy podstawy
bioczujnikéw, tak aby data mozliwos$é badania Jak najwigkszej liczby probek w tym samym
czasie. Aby zapobiec mieszaniu probek, uzyto specjalnej maski i wykonano matryce z rézng
liczbg punktow pomiarowych dla probek.

Stosowano dwa rozne sposoby immobilizacji receptora (tworzenie wiazan
kowalencyjnych oraz oddziatywania hydrofobowe). W zaleznosci od strategii immobilizacji
do zmodyfikowania powierzchni zlota na chipie wykorzystano rézne rodzaje tiolow.

Jako bio-rozpoznajacy element bioczujnika wykorzystano przeciwciala oraz naturalne
i syntetyczne inhibitory. W zwigzku z tym zastosowano rozne interakcje chemiczne w celu
wychwycenia substancji, ktorej stezenie ma byé oznaczone (przeciwcialo-antygen, inhibitor-
enzym).

W procesie konstruowania bioczujnikéw, tworzenie kolejnych warstw (zlota, tiolu i
warstwy receptorowej) na jego powierzchni bylo monitorowane za pomocg mikroskopu sit
atomowych (AFM) lub skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).

Wazng czescig tej pracy bylo opracowanie metody regeneracji bioczujnikow do
monowarstwy tiolowej, co pozwolilo na obnizenie kosztow analizy, pominigcie niektorych

etapéw przygotowania czujnika i zaoszczedzenie czasu.
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Generalnie, opracowano siedem metod analitycznych  okreélania  stezenia
diagnostycznie uzytecznych biomolekut opartych na nowo-skonstruowanych bioczujnikach
SPRI. Byly to bioczujniki do oznaczania wybranych elementéw szlaku ubikwityna-
proteasom (immunoproteasom C-terminalna hydrolaza ubikwityny-UCH-L1) oraz do
wykrywania niektorych substancii macierzy pozakomoérkowej (laminina-5, kolagen IV i
fibronektyna).

Opracowanie nowych metod analitycznych z wykorzystaniem skonstruowanych bioczujnikéw
skiadato si¢ z nastepujacych etapow:

- wybor odpowiedniego receptora, ktéry wigzatby selektywnie badane biomolekuty z probki

- wybor strategii immobilizacji receptora i odpowiedniego tiolu

- okreslenie optymalnego stezenia receptora na powierzchni biosensora,

- przygotowanie krzywej kalibracyjnej do oznaczenia ilosciowego analitu w probkach,

- okreslenie selektywnosci,

- okreslenie precyzji i dokladnosci metody,

- okreslenie granicy wykrywalnosci i oznaczalnoéci,

- zastosowanie opracowanych metod oznaczania wybranych biomolekut w réznych prébkach
naturalnych.

- walidacja nowo opracowanych metod poprzez poréwnanie stezen kazdej z substanc;ji
zmierzonych w tych samych prébkach za pomocg biosensoréw SPRI z wynikami uzyskanymi
przy uzyciu testu ELISA.

W oparciu o uzyskane wyniki, kazdy opracowany biosensor wspotpracujacy z technika SPRI
moze by¢ odpowiednim narzedziem do okreélania stezenia biomolekut majgcych potencjalne
znaczenie diagnostyczne w roznych prébkach naturalnych (osocze, surowica, ptyn mézgowo-
rdzeniowy), a opracowane metody moga by¢ stosowane w diagnostyce laboratoryjnej jako

konkurencyjne wobec istniejacych technik.
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