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Podstawg proceséw molekularnych zachodzacych w kazdej zywej komoérce jest wigzanie ligandow
do biatek. Ligandami sg najczg$ciej jony, zwigzki niskoczasteczkowe, peptydy, kwasy nukleinowe oraz inne
biatka. Wigzanie w ukladzie biatko - ligand jest najczes$ciej odwracalne, wysoce specyficzne i stanowi
kluczowy element w regulacji cyklu zyciowego komorek. Oddzialywanie biatek z ligandami jest takze
istotne w rozwoju nowych farmaceutykow. Poszukiwanie zwigzkéw niskoczgsteczkowych (nowych lekow),
stanowigcych inhibitory enzyméw lub modulujacych procesy tworzenia kompleksow biatkkowych, jest
fundamentem wspoétczesnej medycyny. Ze wzgledu na tak obszerne znaczenie, zrozumienie uktadow biatko
- ligand stalo si¢ istotnym zagadnieniem. Obecnie testy oparte na oddzialywaniach bialek z ligandami
uzywane sg nie tylko do celow naukowych, lecz majg rowniez znaczenie w diagnostyce.

Urzadzeniami, ktére sa najczesciej stosowane do badan oddzialywan ukladow biatko - ligand sg
biosensory. Biosensory to czujniki, w ktorych glownym elementem jest skladnik pochodzenia biologicznego
zintegrowany z odpowiednim przetwornikiem. Celem przetwornika jest wytworzenie cyfrowego sygnalu
elektrycznego proporcjonalnego do stgzenia analizowanej substancji. Podstawg sprawnego funkcjonowania
biosensoréw jest dobor odpowiedniego skladnika biologicznego, ktéry bedzie w sposdb specyficzny
reagowal z analizowang substancja. Najpopularniejszymi komponentami bialkowymi biosensorow sa
zazwyczaj przeciwciala. Glowng zaleta przeciwcial jest wysoce specyficzne wigzanie antygenow,
co przeklada si¢ na wysoka czulo$¢ i specyfike dzialania takich immunosensorow.

W zalezno$ci od rodzaju przetwornika, biosensory mozna podzielic na kilka grup (biosensory
optyczne, mechaniczne Ilub elektryczne). W obecnych czasach coraz bardziej na znaczeniu zyskuja
biosensory optyczne oparte na powierzchniowym rezonansie plazmonowym (SPR). Sg one szeroko
stosowane w badaniach naukowych i farmaceutycznych, badaniach zywno$ci oraz w diagnostyce medycznej.
Efekt SPR ma miejsce na granicy dwoch osrodkow o rdznej gestosci optycznej i umozliwia monitorowanie
zmian wspoélczynnika zalamania $wiatla podczas tworzenia komplekséw (biatko - ligand) na powierzchni
sensora. Podstawowym elementem w sensorze SPR jest pryzmat pokryty cienkim filmem zlota.

Glowng zaletg techniki SPR jest brak koniecznosci sprzegania jednego z oddziatujgcych partnerow
ze znacznikiem fluorescencyjnym, Kkolorymetrycznym czy radioaktywnym, umozliwiajgcym detekcje
powstatego kompleksu. Tego typu znaczniki czgsto zaklocaly funkcjonowanie biosensora i obnizaly jego
czulos¢é. W technikach SPR oddzialywanie biatko - ligand monitorowane jest bezposrednio w czasie
rzeczywistym. Niestety biosensory oparte na SPR cechuja si¢ brakiem czulo$ci w przypadku badan
oddziatywan biatek z zwigzkami niskoczasteczkowymi oraz zwigzkami wystepujacymi w niskim st¢zeniu.
W dzisiejszych czasach, w celu poprawy czulosci i funkcjonalnosci tego typu biosensoréw poszukuje sie
materialdow poprawiajacych wlasciwosci optyczne przetwornikow w ukladach SPR.

Celem projektu jest opracowanie powtarzalnej metody tworzenia immunosensorow SPR z tlenkiem
grafenu (GO) oraz hybrydami tlenku grafenu z polimerami i nanoczastkami srebra/miedzi. Tlenek grafenu
lub jego modyfikowane postacie stanowi¢ majg warstwe nos$ng, osadzong na zlotej powierzchni sensora.
Wiasciwosci optyczne i elektryczne tlenku grafenu wydaja si¢ by¢ dobrym wzmocnieniem dla sygnalu SPR,
podnoszacym znacznie jego czulo$¢. Ponadto duza powierzchnia adsorpcyjna GO oraz obecno$¢ grup
funkcyjnych (grupy epoksydowe, karboksylowe, hydroksylowe) umozliwiaja zaré6wno kowalencyjne jak
i niekowalencyjne unieruchamianie bialek na jego powierzchni. Modyfikacja tlenku grafenu popularnymi
polimerami  takimi  jak: poli-L-lizyna, poli-L-arginina czy glikol polietylenowy zwiekszy jego
biokompatybilno$¢ i1 obnizy cytotoksyczno$¢. Ponadto dodatek nanoczastek srebra oraz miedzi bedzie
stanowit dodatkowe wzmocnienie sygnatu powierzchniowego rezonansu plazmonowego.

W projekcie kilka zagadnien zostanie wyjasnionych i ustandaryzowanych miedzy innymi:
odtwarzalna metoda efektywnego pokrywania powierzchni zlota przez GO, liczba warstw GO, ktore sa
potrzebne do znacznego wzmocnienia sygnatu SPR, stabilnos¢ uzyskanych biosensorow oraz czas ich
dzialania. Zostanie takze przeprowadzona szczegdlowa charakterystyka immobilizacji biatek (przeciwciat
i antygenow) na warstwie GO. Z kolei po procesie immobilizacji zostanie okreslony stopienn wysycenia
powierzchni biakkiem, jego konformacja i stabinos¢. Dodatkowo zostang dobrane odpowiednie substancije
blokujace niespecyficzne miejsca wigzania na powierzchni GO. Funkcjonalnos¢ i czulo$¢ wytworzonych
immunosensoréw zostanie Wyznaczona w trakcie szeregu analiz oddzialywan przeciwciat z antygenami.
Zaplanowane badania przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy w zakresie stosowania nowoczesnych
materialow takich jak tlenek grafenu zaréwno w fizykochemii jak i biochemii ukladéw sensorowych ze
szczegolnych uwzglednieniem immunosensoréw SPR.



