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Biosensory oraz urzadzenia typu ,lab-on-a-chip” z optycznym systemem detekcji umozliwiajg
bezznacznikowa i bardzo czulg detekcje wielu réznych molekul w czasie rzeczywistym. Bardzo czesto
bazuja one na wiazaniu wykrywanej substancji na powierzchni krzemowego przetwornika wykorzystujac
test immunochemiczny oparty na specyficznej reakcji pomigdzy antygenem a przeciwcialem. Jednak taki
sposob detekcji analitow wymaga wielokrokowej funkcjonalizacji powierzchni krzemu za pomoca wielu
roznych molekut. Taka funkcjonalizacja obejmuje najczesciej modyfikacje za pomoca samoorganizujacych
sie molekut, immobilizacje molekut detekcyjnych oraz blokowanie wolnych miejsc powierzchni. Najczes$ciej
stosowanym 1 najprostszym sposobem immobilizacji biatek na takich powierzchniach jest adsorpcja
fizyczna.

Zastosowanie wielokrokowej procedury funkcjonalizacji powierzchni biosensora poprzedzajacej detekcje
analitu wymaga kontroli sktadu molekularnego powierzchni po kazdym kolejnym kroku. Dotychczas jednak
taka analiza byta zaniedbywana, a sygnalem otrzymywanym w biosensorach optycznych jest przyrost
catkowitej gestosci powierzchniowej nieuwzgledniajacy mozliwej desorpcji biatka detekcyjnego podczas
kolejnych krokow testu immunochemicznego. Takie podejScie moze prowadzi¢c do nieprecyzyjnego
wyznaczenia ilo$ci zwigzanego antygenu i niewiarygodnych wynikdéw otrzymanych za pomoca biosensora.
Innym waznym problemem jest orientacja przeciwcial immobilizowanych na powierzchni majaca kluczowy
wplyw na mozliwos¢ wigzania antygenu. Pomimo mnogosci prac naukowych dotyczacych tego zagadnienia
dotychczas jedynie nieliczne z nich badajg relacj¢ pomigdzy efektywnoscig testow biosensorycznych a
orientacjg przeciwcial. Dodatkowo w badaniach tych zar6wno orientacja przeciwciat jak i ilo§¢ zwigzanego
antygenu jest wyznaczana zasadniczo poSrednio na podstawie przyrostu calkowite] gestosci
powierzchniowej biomolekut w czasie kolejnych krokéw funkcjonalizacji i detekcji. Takie podejscie jest
nieprecyzyjne biorac pod uwage wielomolekularno$¢ uktadu i desorpcje molekut obserwowana podczas tych
krokéw oraz niejednoznaczno$¢ orientacji przeciwcial wnioskowanej dla niektorych zakresow gestosci
powierzchniowe;j.

Celem proponowanego projektu jest analiza wielomolekularnych warstw na powierzchni krzemu za pomoca
spektrometrii masowej jonow wtornych z analizatorem czasu przelotu (TOF-SIMS), a takze modelowego
biosensora optycznego. Technika TOF-SIMS charakteryzuje si¢ unikalng czulo$cia powierzchniowa,
ograniczong do zewngtrznych regioné6w immobilizowanych biatek, oraz doskonatg rozdzielczoscig masowa
umozliwiajagcg wyréznienie sygnatdow pochodzacych od réznych aminokwaséw. Te cechy spektrometrii
TOF-SIMS umozliwig bezposrednia analiz¢ sktadu molekularnego powierzchni po kolejnych krokach
funkcjonalizacji 1 detekcji oraz bezposrednie wyznaczenie orientacji przeciwcial w  takim
wielomolekularnym uktadzie. Proponowane podejécie zostanie zademonstrowane dla podstawowych
zagadnien dotyczacych testow immunochemicznych na powierzchniach biosensorycznych.

W ramach wnioskowanego projektu zostanie okreslona orientacja przeciwcial immobilizowanych poprzez
adsorpcje fizyczng i wigzanie kowalencyjne na modyfikowanej powierzchni krzemu oraz jej zaleznos¢ od
gestosci powierzchniowej przeciwciat. Kolejnym zdaniem bedzie porownanie funkcjonalizacji powierzchni
biosensorycznej obejmujgcej immobilizacje antygendw i blokowanie wolnych miejsc powierzchni dla
adsorpcji fizycznej i1 wigzania kowalencyjnego biatek. Zbadany =zostanie réwniez wplyw gestosci
powierzchniowej antygenéw na wielomolekularny sktad powierzchni. Finalnym etapem proponowanego
projektu bedzie analiza modelowego testu immunochemicznego. W szczegdlnosSci poréwnane zostanie
zastosowanie immobilizacji poprzez adsorpcj¢ fizyczng i wigzanie kowalencyjne oraz zbadany zostanie
wplyw orientacji przeciwcial na efektywno$¢ wigzania antygenow.



