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Streszczenie: w prezentowanej pracy zostaty przedstawione wyniki badan stabilnosci w czasie
i pod wptywem czynnika (promieniowanie elektromagnetyczne o dtugosci fali A = 660 nm)
komponentu sieciujgcego warstw receptorowych biosensoréw. Wykazano przyspieszone zmiany
konformacyjne (przyspieszong denaturacje) pod wptywem czynnika zewnetrznego. Zauwazono,

ze w badanym czasie (12 dni) najwieksze zmiany stabilnosci nastepujg miedzy czwartym

a 6smym dniem.
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1. Wprowadzenie

Wéréd parametréow wpltywajacych na prace biosensoréw nalezy
uwzglednic¢ ich stabilnosé. Problem ten jest wazny, poniewaz stabil-
nosé¢ parametréw biosensora przeklada sie na mozliwy okres jego
uzytkowania.

Wedlug definicji przyjetej przez TUPAC (ang. International
Union of Pure Applied Chemistry), biosensor jest samowystar-
czalnym, zintegrowanym urzadzeniem, ktére dostarcza specyficz-
nych iloéciowych lub poliloéciowych informacji analitycznych za
pomoca skladnikéw umieszczonych w bezposérednim kontakcie
z elementem przetwarzajacym [1]. W wyniku wzrostu zaintere-
sowania firm medycznych biosensorami na rynek zostal wprowa-
dzony biosensor do pomiaru glukozy we krwi firmy MediSense
ExacTech, w p6Zniejszym okresie immunosensor firmy Pharmacia
BIACore, a nastepnie firma i-Stat rozpoczela produkcje minia-
turowych biosensoréw stuzacych do pomiaru parametréw krwi.
Nastepnie na rynek wprowadzono biosensor Glucocard. Poja-
wily sie réwniez proby wszczepienia biosensora do organizmu
zywego [2].

Stabilnos¢ w aspekcie biosensoréw jest tematem czesto podej-
mowanym przez grupy badawcze. Problem ten jest aktualny i nie-
watpliwie taki pozostanie tez w przyszitosci. W bazie Web of
Science po wpisaniu stéw kluczowych ,,biosensor stability” uka-
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zaly sie w 2018 1. tylko 749 artykuly. Swiadczy to, ze temat weigz
wpisuje si¢ w trendy naukowe.

W matrycy biosensora aktywny materiat biologiczny jest unie-
ruchamiany [3]. Powszechnie stosuje sie kilka metod immobili-
zacji. Wérdd nich wymieni¢ mozna putapkowanie, wytwarzanie
wiazan kowalencyjnych, absorpcje, kapsutkowanie, az w koncu
sieciowanie [4].

Przeprowadzone badania dotyczyly komponentu sieciujacego war-
stwy receptorowej biosensoréw. Komponentem tym jest albumina
surowicy bydlecej BSA (ang. Bovine Serum Albumin). Wéréd bada-
nych metod immobilizacji metoda sieciowania albuming surowicy
bydlecej przewyzsza inne metody pod wzgledem czutosci, granicy
wykrywalnosci, czasu reakcji oraz stabilnosci operacyjnej i termiczne;j
[5]. Uzyty w badaniach komponent sieciujacy warstwy receptorowej
biosensoréw jest powszechnie stosowany przy projektowaniu nowych
testéw immunochemicznych [6]. Okresla réwniez standard bialek na
szklanych podlozach pokrytych srodkiem powierzchniowo czynnym,
zatopionych w elektrodach indowo-cynowo-tlenkowych (ITO) [7].

Ze wzgledu na to, ze badana substancja jest powszechnie
wykorzystywane w farmakokinetyce i farmakodynamice nowych
lekéw [8], jej zmiany konformacyjne pod wplywem czynnikéw
zewnetrznych byly juz przedmiotem badan [9], aczkolwiek bada-
nia zmian konformacyjnych wywotanych wplywem promienio-
wania elektromagnetycznego o dtugosci fali A = 660 nm i czasie
ekspozycji 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min
i monitorowanie zmian konformacyjnych wywolanych czynni-
kiem zewnetrznym w ciagu 12 kolejnych dni sa nowe. Celem
przeprowadzonych do$wiadczen bylo zbadanie stabilnosci BSA
(Bovine Serum Albumin) pod wplywem promieniowania elek-
tromagnetycznego o dltugodci fali A = 660 nm oraz monitorowa-
nie zmian zachodzacych w napromieniowanej proteinie w funkcji
czasu. Wyniki badai moga by¢ wykorzystane podczas konstruk-
cji biosensoréw.
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2. Materiat i metoda badawcza

Badaniom poddano wodne roztwory BSA o stezeniu 2 mg/ml.
Material badawczy w postaci ciata stalego — skrystalizowany
i liofilizowany proszek (czysto$é 99%, lot: SLBK3063V) firmy
Sigma Aldrich. Wybér stezania BSA 2 mg/ml byl konsekwen-
cja juz wezedniej prowadzonych badan [10, 11].

Eksperyment wykonano w trzech niezaleznych seriach pomia-
rowych. Roztwory poddawano ekspozycji na pole elektromagne-
tyczne o dlugodci fali A = 660 nm w czasie ekspozycji: 10 min,
20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min. Nastepnie za pomoca
dwuwiazkowego spektrofotometru UV /Vis (Hallo DB-20 R)
firmy Dynamica badano widma absorpcyjne wodnych roztwo-
réow BSA w zakresie 220-350 nm. Zakres widma zostal dobrany
w taki sposéb, aby bylo mozliwe Sledzenie zmian w piku absorp-
cyjnym 277 nm, pochodzacym od wystepujacych w badanej
proteinie rezyduéw aromatycznych, takich jak: tryptofan (Trp),
tyrozyna (Tyr) oraz Phenyloalanina (Phe) [12]. Badania byly
przeprowadzone dla wodnych roztworéw BSA, poniewaz to one
umozliwiajg lepsze zrozumienie fizyko-chemicznych wladciwosci
badanej substancji [13].

Przy uzyciu specjalnie skonstruowanego stanowiska pomiaro-
wego zawierajacego: zrodlo pola elektromagnetycznego, anali-
zator widma z sonda pola bliskiego oraz skaner model RSE321
wyposazony w robota z mozliwoscia wykonywania ruchéow
w plaszczyznie XYZ oraz komputer, otrzymano rozklad dys-
trybucji pola elektromagnetycznego, bedacego zrédlem promie-
niowania.

Ekspozycji roztworéw BSA na pole elektromagnetyczne doko-
nywano w dniu eksperymentu oznaczonym jako (0). Nastepnie
kolejno w 12 dniach dokonywano pomiaru absorpcji probek pro-
mieniowanych (w réznym czasie) oraz probki kontrolnej — bez
promieniowania. Innymi stowy w dniu pierwszym wykonano
widma UV /Vis dla:

— probki kontrolnej,

— probki eksponowanej na promieniowanie 10 min,
— probki eksponowanej na promieniowanie 20 min,
— probki eksponowanej na promieniowanie 30 min,
— prébki eksponowanej na promieniowanie 40 min,
— prébki eksponowanej na promieniowanie 50 min,
— probki eksponowanej na promieniowanie 60 min.

Podobna procedure badawcza przeprowadzono w kolejnych
dniach — az do dwunastego dnia.

3. Rezultaty i dyskusja

Na rysunku 1 przedstawiono rozktad pola elektromagnetycz-
nego, ktérym zostal napromieniowany komponent warstwy
receptorowej biosensoréow. Dystrybucja pola zostala przedsta-
wiona za pomoca koloréw: zéltego, czerwonego, fioletowego.
Kazdy z nich obrazuje amplitude sygnatu. Kolorowi zéttemu
odpowiada sygnal o amplitudzie (39,79-39,61 dBuV), czerwo-
nemu (39,62-38,80 dBuV), fioletowemu (38,81-38,71 dBuV).
Widaé, ze dystrybucja jest niemalze na calej badanej pltasz-
czyznie réwnomierna, aczkolwiek jak pokazuje scan mozna
dostrzec nieznaczne (1 dBuV) réznice w amplitudzie apliko-
wanego sygnalu (zabarwione na kolor fioletowy). Niemniej jed-
nak tak mala réznica w amplitudzie nie wplywa znaczaco na
efekty spowodowane napromienianiem badanego komponentu
warstwy receptorowej biosensordw.

Pojawiajaca si¢ réznica amplitudy moze by¢ spowodowana
efektami odbiciowymi pola elektromagnetycznego. Fala elektro-
magnetyczna moze by¢ przez oSrodek materialny przepuszczana,
odbita, ugieta lub pochlonieta [12], co ttumaczy powstaly efekt.

Na rysunku 2 przedstawiono przykladowe widmo w zakresie
(250310 nm) uzyskane za pomoca spektroskopii UV /Vis bada-

Absorpcja [a.u]
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Rys. 2. Przyktadowe widmo UV/Vis wodnych roztworéw BSA
(2 mg/mL) [10]
Fig. 2. Example spectrum of UV/Vis aqueous solutions BSA (2 mg/mL)

@

Rys. 1. Skan pola elektromagnetycznego (A = 660 nm), ktérym zostat napromieniany komponent warstwy receptorowej
Fig. 1. Scan of electromagnetic field (A = 660 nm), which has been used to irradiate the receptor layer component
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nego komponentu warstw receptorowych biosensoréw. Na osi x
znajduje sie dlugos$é fali, na osi y umieszczona jest absorpcja.
Obserwowany pik absorpcyjny pojawiajacy sie w 277 nm pocho-
dzi od wystepujacych w badanym komponencie, aminokwaséw
aromatycznych takich jak tyrozyna (Tyr), fenyloalanina (Phe)
i tryptofan (Thr). Sledzone zmiany konformacyjne sa monito-
rowane na podstawie zmian wartosci absorpcji.

Na rysunku 3 przedstawiono przyktadowe wzgledne zmiany
absorpcyjne w czasie 12 dni dla prébki referencyjnej oraz dla
préobek poddanych ekspozycji na promieniowanie:

An — pomiar absorpcji w n-tym dniu,
A1l — pomiar absorpcji w pierwszym dniu trwania eksperymentu.

Przyktadowo, dla drugiego dnia trwania eksperymentu
i probki promieniowanej przez 10 minut:

An — pomiar absorpcji w drugim dniu eksperymentu dla prébki
promieniowanej 10 min,

A1l — pomiar absorpcji w pierwszym dniu eksperymentu dla
probki promieniowanej 10 min.

Otrzymana wzgledna wielko$¢ jest wyrazona w procentach.
Podobne analizy zostaly wykonane dla ekspozycji w czasie
20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min. Zestawienie wykona-
nych analiz prezentowane jest tabeli 1.

Jak widaé¢ na rysunku (rys. 3.) oraz analizujac dane (tab. 1.)
wraz z uplywem czasu obserwowany jest wzgledny wzrost ampli-
tudy sygnalu. Czyli wraz ze starzeniem si¢ badanej substancji
wzgledna amplituda ro$nie zaréwno dla préobek promieniowa-
nych jak i dla prébek referencyjnych. Obserwowana zmiana jest
konsekwencja zmian konformacyjnych zachodzacych w badanym
komponencie warstwy receptorowe;j.

Wraz z uplywem czasu ulega zmianie konformacja biatka. Efekt
ten mozna interpretowaé jako wzrost konformacji helisy i zmniej-
szenie struktury arkusza beta, co prowadzi do utraty szkieletu
biatka. Obserwowany efekt moze wskazywaé, ze fragmentacja
i agregacja badanego komponentu sieciujacego warstw recepto-
rowych biosensoréw moga wystapic¢ z czasem.

Zmiana odleglosci w lancuchu polipeptydowym skutkuje
zmiang sity oddzialywania miedzy aminokwasami. Efekt ten
moze z czasem doprowadzi¢ do
denaturacji badanej substancji.
Podczas tego procesu trzeciorze-
dowa struktura BSA zostaje zaklo-
cona, co bedzie powodowalo utrate
aktywnosci biologicznej badanego
komponentu sieciujacego warstwy
receptorowej. Dokonujac poréwna-
nia prébek referencyjnych z napro-
mieniowanymi mozna zauwazy¢, ze
wigksze zmiany zaobserwowano dla
substancji poddanej ekspozycji na
pole elektromagnetyczne.

Biorac pod uwage wplyw czyn-
nika zewnetrznego na zmiany
zachodzace w badanym komponen-
cie sieciujacym w kolejnych dniach
trwania eksperymentu, mozna

10 min 20

22 ref 2
20 20
18 1 18 1
16 16

S 144 S 14

812’ 812,

¥ ¥

jg‘lo— jg‘lo—

g 8 g 8
6 - 6 4
41 4
21 2| 2

°H

0 0+,

123456 789101112
dni

Rys. 3. Wzgledne zmiany absorpcyjne w czasie 12 dni dla probki referencyjnej oraz dla prébek

poddanych 10 min ekspozycji na promieniowanie elektromagnetyczne

Fig. 3. Relative absorption changes over 12 days for reference sample (a) and for samples exposed to 10 min

exposure to electromagnetic radiation (b)

Tab. 1. Wzgledne zmiany absorpcji pod wptywem ekspozycji na pole elektromagnetyczne w czasie

20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min

Tab. 1. Relative changes in absorption over time due to electromagnetic field exposition during 20 min,

30 min, 40 min, 50 min, 60 min

123456789101112

powiedzieé, ze ekspozycja na czyn-
nik przyspiesza zmiany konforma-
cyjne zachodzace wraz z uptywem
czasu, czyli sprzyja procesowi dena-
turacji.

Dodatkowo, wzgledne zmiany
absorpcyjne w czasie 12 dni prze-
analizowano w oparciu o fitowanie
funkcja liniowa (y = az + c¢), gdzie
wspoélezynnik ¢ decyduje o dyna-
mice zachodzacych zmian.

Rysunek 4 przedstawia przykla-
dowe wzgledne zmiany absorpcyjne

dni

(An/A,)*100 [%] w czasie 12 dni dla komponentu

warstwy receptorowej eksponowa-

dni 20 min 30min 40min 50min G0min nego na pole elekromagnetyczne
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ponentu sieciujacego warstwy

4 |7 £ 0214 £ 014 £ 054 =034 = 01 receptorowej biosensora poddanego

5|9 £ 018 £ 025 + 03|6 £ 02|7 £ 0,1 kapozycji na pole niz dla kontroli.

|8 o048 £ 05/8 + 03|88 018 + 03 Swiadczy to o wiekszej dynamice

' ' ' ' ' zmian konformacyjnych przebiega-

7110 = 0611 = 03(10 = 0410 £ 019 = 04 jacych w substancji napromienio-
g |1 £ 03|12 £ 0212 £ 0312 £ 03(12 = 0.3 wanej. )

g |14 = 02|13 + 03|12 + 03]12 + 06|12 = 04 Podobne analizy zostaly wyko

nane dla komponentu sieciujacego

0114 = 0217 = 02(15 = 02|14 = 03|14 = 0 warstwy receptorowej biosensora

11 16 =+ 0,2 17 & 0.1 16 &+ 0.1 16 =+ 0,2 16 =+ 0.3 prOIIliCIliOW&IlyCh 10 min, 30 min,
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Rys. 4. Wzgledne zmiany absorpcyjne w czasie 12 dni, fitowane
funkcja liniowa dla prébki referencyjnej oraz dla prébki poddanej
20 min ekspozycji na promieniowanie elektromagnetyczne

Fig. 4. Relative absorption changes over 12 days, fitted with a linear
function for the reference sample and for the sample exposed to 20 min
radiation

Jak widaé, wszystkie wspotczynniki maja wigksza wartosé niz
wspdélezynnik a dla probki referencyjnej, co ponownie potwier-
dza fakt, ze zmiany konformacyjne zachodzace w komponencie
sieciujacym warstwy receptorowej zachodza szybciej dla pro-
bek eksponowanych na pole elektromagnetyczne o dlugosci fali
A = 660 nm niz dla substancji kontrolnej (bez promieniowania).

Kolejnym rozwazanym problemem badawczym, na ktéry sta-
rano si¢ znalez¢ odpowiedZ bylo pytanie: Jak zmienia si¢ sta-
bilno$¢ komponentu warstw receptorowych w czasie i w jaki
sposéb mozna oszacowaé wielko$¢ tych zmian. W tym celu prze-
prowadzono analizy bazujace na réznicach miedzy probka pro-
mieniowang A - a prébka kontrolng A . Wynik wyrazono
w procentach (rys. 5). Na podstawie przeprowadzonych analiz
mozna dostrzec, ze wystepuja réznice w badanym komponencie
sieciujacym miedzy prébkami eksponowanymi na promienio-
wanie a probkami referencyjnymi. Dla probek eksponowanych
na promieniowanie przez 10 min réznice osiggaja maksymalna
warto$¢ 5%, odpowiednio dla 20 min ekspozycji — 4%, 30 min —
3%, 40 min — 2%, 50 min — 3%, 60 min — 2%. Ponadto zaobser-
wowano, ze zmiany stabilnoéci sa najbardziej widoczne miedzy
czwartym a 6smym dniem.

4. Podsumowanie

Przeprowadzone badania stabilnos$ci w czasie i pod wplywem
czynnika komponentu sieciujacego warstw receptorowych bio-
sensoréw, wykazaly wplyw promieniowania elektromagnetycz-
nego o dlugosci fali A = 660 nm i czasie ekspozycji 10 min,
20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60 min na stabilno$¢ bada-
nej substancji.

Wykazano przyspieszona denaturacje pod wplywem promie-
niowania elektromagnetycznego o dlugosci fali A = 660 nm.
Przeanalizowano szybkos¢ zachodzacych zmian. Zauwazono,
ze najwigksze réznice w stabilnosci badanego komponentu
warstw receptorowych biosensora wystepuja miedzy czwartym
a ésmym dniem.
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Rys. 5. Procentowe réznice miedzy prébka kontrolng

a promieniowana dla ekspozycji (10—60 min) w czasie 12 dni

z zaznaczeniem okien niestabilnosci

Fig. 5. Percentage differences between the control and radiated samples
for exposure (10—60 min) during 12 days with the window showing instabilit
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Stability Studies over Time and Under the Influence of
Electromagnetic Field on Cross Linking Component Solution of
Biosensor Receptor Layers

Summary: The manuscript presents the research on stability over time and under the influence

of the factor (electromagnetic radiation with wavelength A = 660 nm) on crosslinking component of
biosensor receptor layers. Accelerated conformational changes (fast denaturization) under the influence
of an external factor have been shown. It was noticed that in the examined time (12 days) the biggest

changes of stability occur between the 4™ and 8" day.

Keywords: stability, biosensor, receptor layer
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