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Immunosensory, wykorzystujace przeciwciata jako molekuty detekcyjne, sa jednym z najpowszechniej
stosowanych typow biosensoréw W diagnostyce medycznej, kontroli jakosci zywnos$ci oraz
zanieczyszczen Srodowiska. Ten typ biosensorow bazuje na wysoce specyficznym oddziatywaniu
pomigdzy przeciwciatami a antygenem. Wykrywanie antygenu w badanej probce jest mozliwe dzieki
wylapywaniu antygendw przez przeciwciata unieruchomione na powierzchni sensora. Proces
immobilizacji (czyli unieruchamiania) przeciwciat na powierzchni jest kluczowym krokiem w protokole
funkcjonalizacji powierzchni immunosensora. Proces ten wymaga specjalnej uwagi ze wzgledu na rozne
orientacje, ktore molekuta przeciwciatla moze przyjmowac na powierzchni takie jak: ,.flat-on”, ,,side-
on”, ,head-on” oraz ,tail-on”. Orientacja przeciwcial na powierzchni wptywa na dostep do miejsc
wigzacych antygen, ulokowanych na domenach Fa, a w rezultacie okresla efektywno$¢ wigzania
antygenow do przeciwcial. Dlatego tez zrozumienie i kontrola orientacji przeciwcial unieruchomionych
na powierzchni jest przedmiotem wielu badan naukowych. Chetnie stosowanym sposobem
immobilizacji przeciwcial jest ,,immobilizacja losowa”, ktéra moze by¢ realizowana poprzez prosta
adsorpcje fizyczng lub wigzanie kowalencyjne poprzez grupy aminowe. Jednak w tym przypadku
dominujaca orientacja przeciwciat jest zalezna od wielu czynnikow takich jak gestos¢ powierzchniowa
przeciwciat, reaktywnos$¢ grup aminowych oraz oddziatywania biatko-biatko i biatko-powierzchnia np.
oddzialywania elektrostatyczne czy specyficzne oddziatywania molekut. Dlatego dominujaca orientacja
przeciwcial unieruchomionych na powierzchni w wyniku protokolu funkcjonalizacji powierzchni
biosensora powinna by¢ uwaznie zbadana. Pomimo znacznego wysitku badaczy doktadne okreslenie
dominujacej orientacji przeciwcial pozostaje wcigz wyzwaniem szczeg6lnie w przypadku zlozonych
makromolekularnych powierzchni.

W odpowiedzi na te wyzwania celem prezentowanego projektu jest okreslenie dominujacej orientacji
przeciwcial na ztozonych powierzchniach biosensorycznych funkcjonalizowanych za pomocg warstw
réznych molekut i makromolekut, a takze analiza czynnikéw wplywajacych na orientacje przeciwciat.
Planowane badania bgda realizowane z wykorzystaniem metody Spektrometrii Masowej Jonow
Wtornych i nowatorskiego podejscia bazujacego na analizie orientacji przeciwciat w funkcji ich ilo$ci
na powierzchni. Ta strategia analizy orientacji przeciwcial umozliwia bezposrednie okreslenie
dominujace wertykalnej orientacji przeciwciat na danej powierzchni. Dodatkowo, metoda Spektroskopii
Odbiciowej Swiatta Bialego zostanie wykorzystana do badania kinetyki adsorpcji przeciwciat,
okreslenia ilosci przeciwcial na powierzchni oraz monitorowania w czasie rzeczywistym wigzania
antygenow w celu okres$lenia efektywnos¢ ich rozpoznawania. Analiza powierzchni bedzie réwniez
prowadzona prze wykorzystaniu Mikroskopii Sit Atomowych AFM, Elipsometrii Spektralnej i metody
ELISA. Dominujaca orientacja przeciwcial zostanie zbadana na ztozonych warstwach molekularnych
stosowanych do funkcjonalizacji powierzchni biosensorow takich jak warstwy biatek, warstwy lipidowe
czy szczotki polimerowe. Dodatkowo, zostanie zbadany wptyw czynnikéw takich jak etap adsorpcji,
pH roztworu oraz sita jonowa roztworu na dominujacg orientacje przeciwcial unieruchomionych na
powierzchni poprzez adsorpcje fizyczng oraz wigzanie kowalencyjne.

Spodziewanymi rezultatami projektu jest poszerzenie wiedzy o dominujgcej orientacji przyjmowanej
przez przeciwciala na réznych powierzchniach oraz glebsze zrozumienie oddzialywan determinujacych
orientacj¢ przeciwcial. Molekularne i makromolekularne warstwy na powierzchniach statych
podktadow sfunkcjonalizowane za pomoca przeciwcial s waznymi uktadami majacych szerokie
zastosowanie w biosensorach i biotechnologii. Dla efektowanego dziatania takich zastosowan kluczowy
jest wysoki udziat przeciwcial przyjmujacych aktywng orientacje umozliwiajaca wigzanie antygenow.
Dlatego, spodziewane rezultaty projektu pomoga poprawi¢ i zoptymalizowa¢ protokoly immobilizacji
przeciwciat dla bardziej efektywnego dziatania biosensorow i innych platform biotechnologicznych
bazujacych na przeciwciatach.



