Kinga KONDRACKA, Piotr FIREK, Magdalena JAWOROWSKA, Mariusz SOCHACKI

doi:10.15199/48.2022.10.56

Politechnika Warszawska, Instytut Mikroelektroniki i Optoelektroniki

Technologia i charakteryzacja modyfikowanych struktur ISFET

na potrzeby detekcji awidyny

Streszczenie. Dzieki duzej specyficzno$ci tworzenia sie kompleksu awidyna-biotyna i jego trwafo$ci, awidyna wykorzystywana jest jako sonda
molekularna w wielu uktadach badawczych. Istnieje wiele technik laboratoryjnych stosowanych w celu oczyszczania biatek badz wykrywania i
ilo$ciowego oznaczania substancji takich jak peptydy czy przeciwciata, czesto sg jednak one kosztowne i wymagajg petnej uwagi operatora. Celem
niniejszej pracy jest okreslenie mozliwosci zastosowania ISFET jako czujnikéw stuzgcych do wykrywania obecnos$ci awidyny.

Abstract. Due to the specificity of the formation of the avidin-biotin complex and its stability, avidin is used as a molecular probe in a grat deal of
research systems. There already exist laboratory techniques used to purify proteins, or to detect and quantify substances such as peptides,
antibodies and hormones but they usually require pricy equipment and a full commitment of the operator. The aim of this work is to determine the

possibility of using ion-sensitive field-effect transistors (ISFET) as sensors for detecting the presence of avidin.
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Wstep

Ze wzgledu na swoje wiasciwosci awidyna stanowi
obiekt szerokich badan biochemicznych. Glikoproteina ta
wystepuje w biatku jaja kurzego, co czyni jg
ogolnodostepna, a oddziatujgc z biotyng tworzy jedng z
najsilniejszych interakcji niekowalencyjnych wystepujgcych
W przyrodzie (‘IO6 razy wieksze powinowactwo niz
przeciwciata do odpowiedniego antygenu). Czasteczka
awidyny posiada cztery miejsca moggce przytgczy¢ biotyne,
tworzagc niekowalencyjne wigzanie o wysokim
powinowactwie
(Ka = 10"°M™). Biotyna wykorzystywana jest jako znacznik
przeciwciat, hormonoéw, kwasow nukleinowych, a takze
enzymow. Substancje biologiczne mogg byé nig
wyznakowane nawet w 150 miejscach [1] [2], przy czym nie
wplywa ona na ich wladciwosci biologiczne. Dzigki duzej
specyficznosci tworzenia sie tego kompleksu i jego
trwatosci, awidyne wykorzystuje sie jako sonde molekularna
w wielu uktadach badawczych, majgcych na celu izolacje,
lokalizowanie i wizualizacje roznych antygenow, jak réwniez
celowany transport lekow i stymulacje limfocytéw [3]. Jest
ona obecnie roéwniez szeroko wykorzystywana w
biochromatografii, testach diagnostycznych, probach
genowych oraz jako czynnik wychwytujgcy lub blokujacy w
testach immunologicznych typu ELISA i czynnik wigzgcy w
mikrochipach DNA [4]. Umiejetnos¢ oznaczania awidyny
umozliwia posrednig identyfikacje innych zwigzkéw takich
jak biatka czy antygeny.

System awidyna-biotyna lub streptawidyna-biotyna jest
wykorzystywany do wykrywania biotynylowanych
(znakowanych biotyna) sond. Podczas oczyszczania biatek
stosuje sie podstawowg metode laboratoryjng polegajgca
na wykryciu i izolacji wybranego typu protein, wykorzystujgc
na przyktad powinowactwo do specyficznych ligandéw [5].
Ze wzgledu na trudnosci w rozréznieniu konkretnego
rodzaju protein w ich zlozonej mieszaninie, stosuje sie
biotynylowane przeciwciata i inne specyficzne sondy
nakierowane na wybrany typ biatka. Nastepnie, za pomoca
glikoproteiny - awidyny mozna wykry¢é wspomniane
pierwszo- lub drugorzedowe przeciwciata. Wykorzystuje sie
przy tym fakt, iz przeciwciata polgczg sie z biatkiem
wigzacym biotyne, sprzezonym z fluorescencyjnymi lub
enzymatycznymi odczynnikami detekcyjnymi [5].

Stad kluczowe znaczenie sprawnego oznaczania
awidyny. Typowe testy wykorzystujgce opisang metode to
przyktadowo: IHC, Westernblot i test ELISA [5]. Techniki te
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wymagajg  zastosowania  specjalistycznego, nieraz
kosztownego sprzetu oraz czasochfonnej pracy operatora.
Wcigz nie zostata opracowana jeszcze metoda, ktéra
bytaby jednoczes$nie tania, tatwa w zastosowaniu,
pozwalataby na analize probki w krotkim czasie z bardzo
wysoka czutoscig przy jednoczesnej automatyzacji procesu.
Wszystkie wymienione cechy spetnia potencjalnie metoda
wykorzystujgca jonoczute tranzystory ISFET, bedace
jednymi z najbardziej popularnych systeméw do
wykrywania substancji biochemicznych, stosowane obecnie
szeroko jako czujniki pH w branzy spozywczej [7]. Co
wiecej, zastosowanie metod detekcji opierajgcych sie na
pomiarze sygnatu elektrycznego pozwalajg na uzyskanie
wiekszych mozliwosci wbudowania i miniaturyzacji uktadu
detekcyjnego. Parametry elekiryczne takie jak pojemnosé,
natezenie pradu, napiecie czy opornos¢ moga sie zmieniaé
w  wyniku rozpoznania antygenu lub  sekwencji
komplementarnej w badanej prébce.

SONDA
SPRZEZONA

BIOTYNYLOWANE
SPOIWO

MOLEKUtA
DOCELOWA

Rys. 1. Schemat przedstawiajgcy kluczowa zasade dziatania
kompleksu awidyna-biotyna [6]

Celem badan byta analiza oddziatywania biotyny, a
nastepnie kompleksu awidyna-biotyna na modyfikowane
struktury ISFET, poprzez badanie ich odpowiedzi prgdowo-
napieciowych przed oraz po zakropleniu zwigzkéow w
obszar bramkowy tranzystora. Miato to na celu ustalenie
mozliwosci zastosowania tranzystoréw ISFET do detekcji
substanciji biologicznych: biotyny i awidyny.

Materialy i metody
Awidyna

Awidyna jest glikoproteing wystepujgca w biatku jaj, jest
jej tam niewielka ilo$¢ (do 0,05% catego biatka), wystepuje
réwniez w tkankach ptakéw, ptazéw oraz gadow, co czyni ja
tatwo dostepng. Jak wspomniano we wstepie, istnieje duze
powinowactwo pomiedzy awidyng i biotyng. W ciggu
ostatnich dwéch dekad system awidyna-biotyna znalazt
wiele zastosowan w roznych dziedzinach biotechnologii,
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biologii i medycyny. Technologia ta opiera sie na zatozeniu,
iz biotyna moze zosta¢ tatwo przytaczona do wiekszosci
czgsteczek biologicznych poprzez swdéj boczny tancuch
kwasu walerianowego, bez istotnej zmiany wiasciwosci
biologicznych i fizykochemicznych przytagczanych
czgsteczek. Czasteczka  biologicznie  czynna  jest
rozpoznawana przez biotynylowang substancje, ktéra z
kolei wykrywana jest przez awidyne sprzezong z
odpowiednig sondg [5]. Awidyna ma nadzwyczajnie wysoka
wartos¢ punktu izoelektrycznego (pl = 10,5) co oznacza, ze
posiada ona silny tadunek dodatni. Nawet znaczne
modyfikacje chemiczne maja niewielki wptyw na aktywnos$¢é
awidyny, czynigc ja szczegolnie przydatna w procesie
oczyszczania biatek.

Biotyna

Biotyna inaczej nazywana witaming B7 wystepuje w
niewielkich ilosciach we wszystkich komérkach zywych.
Poniewaz biotyna jest stosunkowo niewielkg czagsteczka,
moze by¢ sprzegana z wieloma biatkami bez znaczacej
zmiany ich aktywnosci biologicznej. Biatko moze reagowaé
z kilkoma czgsteczkami biotyny, z ktérych z kolei kazda
moze wigzaé czagsteczke awidyny. Taka zaleznos¢
znacznie zwieksza czuto$¢ wielu procedur oznaczania.
Boczny tancuch kwasu walerianowego czgsteczki moze
zostaé poddany reakcji derywatyzacji, tak by mozliwe byto
przytaczenie réznych grup reaktywnych, wykorzystywanych
do przytagczania biotyny do innych czasteczek. Dana
czgsteczka, po przylgczeniu biotyny, moze byé
oczyszczona metodg powinowactwa za  pomocg
unieruchomionej wersji dowolnego biatka wigzacego
biotyne. Alternatywnie, biotynylowana czgsteczka moze
zostaé unieruchomiona poprzez interakcje z biatkiem
wigzgcym biotyne [8], a nastepnie uzyta do oczyszczania
metoda  powinowactwa innych  czgsteczek, ktére
specyficznie z nig reaguja [9].

ISFET
Opis eksperymentu

Struktury ISFET zostaty zmodyfikowane za pomocg
3-aminopropylotrietoksysilanu ~ (APTES) w  procesie
silanizacji, poprzez chemiczne osadzanie z fazy gazowej.
APTES umozliwia kowalencyjne wigzanie organicznego
komponentu na tlenkach metali, takich jak TiO,, SiO..
Proces ten sktadat sie z kilku etapow. Tranzystory ISFET
przemyto w chloroformie i wysuszono w strumieniu azotu.
Nastepnie, prébki umieszczono w eksykatorze nad dwoma
matymi pojemnikami, z ktérych jeden zawierat 30pl
prekursora silanu (3-aminopropylotrietoksysilanu, APTES),
a drugi 10yl katalizatora - trietyloaminy - i pozostawiono w
temperaturze pokojowej na 2h w atmosferze argonu.
Ostatecznie odczynniki usunieto z eksykatora, a probki
pozostawiono na 48 godzin w atmosferze argonu w celu
utwardzenia warstwy silanu.

Po etapie silanizacji kolejnym krokiem byto natozenie na
czujniki roztworu biotyny. Przygotowano go w trzech
krokach. Poczatkowo, za pomocg pipety automatycznej
nalezato doda¢ do probdéwki z chlorowodorkiem 1-etylo-3-
(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu (EDC), 1ml wody
dejonizowanej i doktadnie wymiesza¢ na wytrzgsarce.
Kolejnym krokiem bylo dodanie do biotyny, w celu
rozcienczenia, 1ml PBS i wymieszanie na wytrzgsarce do
probowek. Ostatnim etapem bylo dodanie otrzymanego
roztworu EDC w ilosci 10ul, do biotyny w celu aktywacji jej
grup karboksylowych i ponowne, doktadne wymieszanie.
Tak przygotowany roztwor nalezato zostawi¢ na 15 minut,
po ktérym mozna bylo zakrapla¢ go na struktury ISFET. Ze
wzgledu na wigzanie peptydowe miedzy grupg aminows i
karboksylowa, biotyna mogta zostaé kowalencyjnie
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zwigzana z podiozem. Taka warstwa jest specyficzna dla
rozpoznawania awidyny. Awidyne (1mg/ml) rozpuszczono
w roztworze soli fizjologicznej (PBS) i tak przygotowang
aplikowano na biotynowane struktury ISFET.

Ostateczne pomiary wykonywano w Instytucie
Mikroelektroniki i Optoelektroniki Politechniki Warszawskie;j.
Wykorzystano w nich trzy roztwory. Roztwdr z biotyng
stuzyt jako czynnik wigzacy awidyne. Dziatanie tej
substancji na tranzystory ISFET poddano badaniu, by
uwzgledni¢ jej wptyw podczas analizy wynikéw. Kolejng
substancjg byta docelowa awidyna. Po aplikacji wyzej
wymienionych substancji, na kazdy 2z tranzystoréw
zaaplikowano zbuforowany roztwoér soli fizjologicznej (PBS).
Bufor umozliwia utrzymanie statego pH, a stezenie jonow
jest poréownywalne do stezenia panujacego w ludzkich
ptynach ustrojowych [8].

Wyniki
Prébka sucha - biotyna
Ostatecznie podzielono tranzystory ISFET na grupy, w
ktorych zachowanie czujnikéw po aplikacji kolejnych
substancji byto identyczne pod pewnymi wzgledami. Pod
uwage wzieto tylko te struktury, co do ktérych autor nie miat
watpliwosci, iz ich reakcja na zakroplone substancje jest
widoczna i umozliwia odréznienie jej od innych zwigzkow.
Sposréd  badanych tranzystoréw  wyszczegolniono
cztery grupy:
1. Poziom pomiaru sygnatu PBS po biotynie osigga
wiekszg wartos¢ pradu niz PBS po awidynie, a awidyna i
biotyna charakteryzujg sie przeptywem nizszego pradu niz
ptynacy w wyniku zakroplenia po nich PBS.
2. Awidyna powoduje powstanie wiekszego pradu drenu
niz PBS dostarczony do obszaru bramkowego po awidynie,
przeciwne zachowanie wykazuje biotyna i zakroplenie PBS
po biotynie, natomiast wptyw naniesienia PBS po awidynie
skutkuje wyzszg wartoscig pradu niz PBS zakroplony po
biotynie.
3. Pomiar progdu w obecnosci PBS po awidynie wytwarza
wiekszy sygnat pradu drenu niz obserwowany w przypadku
naniesienia PBS po biotynie, wartosci pradéw dla PBS po
substancjach sg wieksze, niz dla samych substanc;ji.
4. Ostatnig i najliczniejszg grupg tranzystorow sg te, w
ktérych sygnat awidyny oraz PBS naniesionego po biotynie,
osigga wiekszg wartosé niz warto$¢ sygnatu w przypadku
pomiaru w obecnosci PBS po awidynie. Zakroplenie PBS i
pomiar charakterystyki wyjsciowej po biotynie skutkuje
wyzszym pragdem drenu niz zmierzony podczas zakroplonej
biotynie.
Mozna podejrzewaé, iz jest to grupa docelowa
tranzystoréw, w ktérych nastgpito przylgczenie zaréwno
biotyny do APTES, jak i awidyny do czasteczek biotyny.
Wyjasniatoby to fakt zwiekszonego pradu po "“fizycznym"
usunieciu awidyny i biotyny, a nastepnie aplikacji PBSu.
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Rys. 2. Pierwszy typ charakterystyk wyjsciowych tranzystoréw w
obecnosci roznych zwigzkéw w obszarze bramki.
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Rys. 3. Drugi typ charakterystyk wyjSciowych tranzystorow w
obecnosci roznych zwigzkéw w obszarze bramki.
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Rys. 4. Trzeci typ charakterystyk wyjsciowych tranzystoréow w
obecnosci roznych zwigzkéw w obszarze bramki.
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Rys. 5. Czwarty typ charakterystyk wyjsciowych tranzystorow w
obecnosci roznych zwigzkéw w obszarze bramki.

Takie zachowanie tranzystorow moze swiadczy¢ o tym,
iz nastgpito zwigzanie biotyny z modyfikowanym obszarem
bramki, co objawia sie wzrostem pradu po zakropleniu PBS,
w stosunku do samej biotyny. Wyzsze natezenie pradu po
zaaplikowaniu awidyny moze z kolei wskazywaé na
wystgpienie duzego tadunku wniesionego przez ten
roztwor. Po oczyszczeniu tranzystora wodg dejonizowang i
aplikacji PBS, wartos¢ pragdu spada co moze dowodzi¢, iz
wczesniej zakroplonej substancji nie ma w obszarze bramki
(nie ulegta zwigzaniu i zostata wymyta).

Podsumowanie i wnioski

Znaczny procent dziatajgcych tranzystorow po
etapie modyfikacji APTES (94%), swiadczy o prawidiowo
przeprowadzanym procesie silanizacji.

Najwazniejszym  wnioskiem,  wysnutym na
podstawie otrzymanych wynikéw jest fakt, iz tranzystory

wykazujg reakcje na zakroplone zwigzki (awidyne, biotyne
oraz PBS po tych substancjach) i zauwazalny skok pradu
drenu w zerowej minucie od zakroplenia. Problemem, ktéry
napotkano podczas pomiaréw bylo niejednoznaczne

zachowanie struktur w stosunku do zakroplonych
roztwordw, uniemozliwiajgce bezwzgledne rozpoznanie
konkretnej substancji. W czesci tranzystoréw po

zakropleniu biotyny, prad drenu malat w miare uptywu
czasu, natomiast w czesci rost.

Bardzo dobre wyniki osiggnieto po zakropleniu PBS po
biotynie. W tym przypadku wiekszo$¢ tranzystoréow
zareagowata zwiekszonym prgdem drenu od razu po
zakropleniu soli fizjologicznej, w stosunku do sygnatu
pochodzgcego od samej biotyny, co pozwala stwierdzi¢, iz
nastgpito przytgczenie biotyny do APTES.

W przypadku badania zachowania struktur w obecnosci
awidyny i PBSu po tym biatku, nie udato sie uzyskaé
jednoznacznych wynikéw. Cze$¢ struktur reagowata
wiekszym prgdem na obecnos¢ awidyny, a cze$¢ na
obecnos$¢ PBSu po awidynie, co mimo wszystko pozwala
na wykazanie obecnosci obu substancji w obszarze
bramkowym.

Podobnie sytuacja wyglada w przypadku poréwnania
tranzystoréw po aplikacji PBS po biotynie oraz PBS po
awidynie. W przyblizeniu, potowa z nich reaguje wiekszym
prgdem dla PBS po awidynie, a pozostate wykazujg wyzszy
sygnat dla PBS po biotynie.

Na ostateczne wyniki ma wplyw nie tylko sposob
przygotowania tranzystoréw i zastosowane substancje, ale
takze liczne etapy bedace czescig procedury pomiarowej
takie jak na przyktad modyfikacja obszaru bramkowego.
Znaczna ilos¢ czynnikéw decydujgca o wynikach pomiaréw
sprawia, ze proces ten wymaga jeszcze udoskonalenia.
Badaniu nalezatoby poddaé¢ znacznie wieksza ilo$¢ struktur.
Istotnym elementem, ktéry mozna wprowadzi¢ jest takze
zbadanie reakgji tranzystoréw na sam PBS, przed aplikacja
jakiegokolwiek zwigzku. Pozwolifoby to stwierdzi¢ jaki
sygnat generuje tylko sél fizjologiczna i zweryfikowaé jej
poziom w czasie, po zakropleniu konkretnej substancji.
Dzieki temu wiadomo bytoby, czy sygnat ten w czasie dazy
do wartosci czystego PBS, co oznaczatoby catkowite
przytaczenie substancji. Warto bytoby réwniez sprawdzi¢
wplyw warunkéw atmosferycznych takich jak wilgotnosé
powietrza czy temperatura otoczenia. Ponadto nalezy
rozwazy¢ réwniez inne stezenia awidyny i biotyny. To uzyte
w badaniach mogto by¢ zbyt duze, co skutkowatoby
przytaczeniem wszystkich mozliwych czasteczek substancji,
a pozostate nieprzytgczone mogly osigé¢ w obszarze
bramkowym i nie zosta¢ zmyte przy pomocy wody
dejonizowanej (czyszczenie po aplikacji kazdej substanciji
nie odbywato sie mechanicznie, tranzystor byt jedynie
Loptukiwany"). Mogto to skutkowa¢ zmienionymi odczytami
po aplikacji kolejnych roztworéw.

Podsumowujagc opisane wyniki mozna stwierdzi¢, iz
tranzystory ISFET reagujg na obecno$¢ substancji i
pozwalaja na wykrycie jej obecnosci, z czesciowym
rozréznieniem na typ (awidyna, biotyna, PBS). Niestety na
tym etapie prac, nie mozna jednoznacznie odpowiedzie¢ na
pytanie czy wykrywanie i odréznienie awidyny i biotyny jest
mozliwe, aczkolwiek wszystko wskazuje na to, iz po
wprowadzeniu pewnych modyfikacji, bedzie to wykonalne.

Gdy uda sie osiggna¢ wystarczajgcg skutecznosé i
powtarzalno$¢ pomiardw, zastosowanie struktur ISFET do
wykrywania awidyny ma szanse sta¢ sie jednym z
najtanszych i najszybszych sposobdw jej detekcji.
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