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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biosensor do oznaczania fibronektyny.

Fibronektyna stanowi grupe glikoprotein obecnych na powierzchni komoérek. Wystepuje najcze-
Sciej w macierzy pozakomorkowej oraz w ptynach biologicznych. Struktura i wtasciwosci fibronektyny
sg zroznicowane i zalezg od miejsca wystepowania tego zwigzku Fibronektyna bedgca sktadnikiem
macierzy pozakomorkowej odgrywa wazng role w procesach adhezji, proliferacji, rozptaszczaniu i mi-
gracji komérek, embriogenezie, angiogenezie oraz procesach naprawczych [D. KrzyZzanowska-Gofgb,
A. Lemanska-Perek, |. Kgtnik-Prastowska. Fibronektyna jako aktywny sktadnik macierzy pozakomérko-
wej, Postepy Hig. Med. Dosw. 2007, 61, 655-663].

Zmiany konformaciji fibronektyny podczas tworzenia macierzy oraz oddziatywanie z innymi sktad-
nikami macierzy stanowig jeden z nurtéw badan nad jej funkcjonowaniem. Najwazniejsze dotyczg
udziatu tego biatka w procesie transformacji nowotworowej [E. Ruoslahti, Fibronectin in cell adhesion
and invasion, Cancer Metastasis Reviews 1984, 3, 43-51, B Fernandez-Garcia, N Eir6, L Marin,
S Gonzalez-Reyes, L.O. Gonzélez, M.L.Lamelas, F.J. Vizoso., Expression and prognostic significance
of fibronectin and matrix metalloproteases in breast cancer metastasis., Histopathology, 2014, 64
512-522]. Poznanie mechanizméw nieprawidtowej ekspresji i funkcji tego biatka moze przyczyni¢ sie
do lepszego zrozumienia proceséw zwigzanych z powstawaniem, rozwojem i przebiegiem choréb no-
wotworowych.

Fibronektyne oznaczano metodg ELISA [S. Yldtupa, C. Haglund, P. Mertaniemi, E. Vahtera, P.
Partanen Cellular fibronectin in serum and plasma: a potential new tumour marker? Br J Cancer. Mar
1995; 71(3): 578-582., Ki-San Kim, Byung-Heon Lee, In-San Kim, The measurement of fibronectin con-
centration in human aqueous humor., Korean J. Ophthalmol, 1992, 6, 1-5], Western Bolt [C. Gaggioli,
M.Deckert, G.Robert, P. Abbe, at all, HGF induces fibronectin matrix synthesis in melanoma cells
through MAP kinase-dependent signaling pathway and induction of Egr-1, Oncogene ,2005, 24,
1423-1433], immunofluorescencyjng [T. Veiling, J.Risteli, K Wennerberg, D.F. Mosher, S. Johansson,
Polymerisation of type | and Ill collagens is dependent on fibronectin and enhanced by integrins, af
and a1 J. Biol.Chem., 2002, 277, 37377-37381, immunocytochemiczng [Q. L. Zhu An immunocyto-
chemical method for the localization of fibronectin in Araldite-embedded specimens, Histochemistry
1987, 86, 385-388]. Technike SPR w wersji klasycznej wykorzystano do oznaczania fibronektyny pto-
dowej, [Chen-Yu Chen, Chia-Chen Chang, Chun Yu, and Chii-Wann Lin, Clinical Application of Surface
Plasmon Resonance-Based Biosensors for Fetal Fibronectin Detection, Sensors, 2012; 12(4):
3879-3890] natomiast SPR w wersji imaging do badania oddziatywan komérek z fibronektyng [A. W.
Peterson, M Halter, A. Tona, K. Bhadriraju, A.L. Plant., Surface plasmon resonance imaging of cells and
surface-associated fibronectin., BMC Cell Biol. 2009 10:16, 1-17].

Technika rezonansu powierzchniowego plazmondéw (Surface Plasmon Resonance Imaging) jest
niezwykle skutecznym narzedziem do oznaczania biologicznie aktywnych zwigzkéw, zostata przedsta-
wiona m.in. [H.J. Lee, Y. Yan, G. Marriott, R.M. Corn, Quantitative functional analysis of protein com-
plexes on surfaces. J Physiol, 2005, 563, 61-71, H.J. Lee, D. Nedelkov, R.M. Corn, Surface Plasmon
Resonance Imaging Measurements of Antibody Arrays for the Multiplexed Detection of Low Molecular
Weight Protein Biomarkers., Anal Chem, 2006, 78, 6504-6510, S. Fang, J. Lee, A.W. Wark, R.M. Corn,
Attomole Microarray Detection of MicroRNAs by Nanoparticle-Amplified SPR Imaging Measurements of
Surface Polyadenylation Reactions., J Am Chem Soc, 2006,128, 14044-14046, E. Gorodkiewicz, Sur-
face Plasmon Resonance Imaging sensor for cathepsin determination based on immobilized cystatin.,
Protein Pept. Lett.,2009, 16, 1379-1385, E. Gorodkiewicz, E. Regulska, SPR Imaging Biosensor for
Aspartyl Cathepsins: Sensor Development and Application for Biological Material., Protein Pept Let,
2010; 17: 1148-1154, E. Gorodkiewicz, H. Ostrowska, A Sankiewicz, SPR Imaging Biosensor for 20S
proteasome: Sensor Development and Application for Measurement of Proteasomes in Human Blood
Plasma, Microchim. Acta, 2011, 175,177-184, E. Gorodkiewicz, R. Charkiewicz, A. Rakowska, P. Bajko,
L. Chyczewski, J. Niklinski, SPR Imaging Biosensor for Podoplanin: Sensor Development and Applica-
tion for Biological Material, Microchim. Acta, 2012, 176, 337-343.

Istotg wynalazku jest biosensor do oznaczania fibronektyny osoczowej z wykorzystaniem kroli-
czego poliklonalnego przeciwciata specyficznego wobec tego rodzaju fibronektyny korzystnie technikg
powierzchniowego rezonansu plazmonoéw. Biosensor skfada sie ze szkietka korzystnie typu BK7, na
ktoére natozona jest warstwa ztota korzystnie o grubo$ci 50 nm, na podtozu chromu, nastepnie warstwa
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funkcjonalizowanego tiolu korzystnie cysteaminy, a na nig warstwa kréliczego poliklonalnego przeciw-
ciata specyficznego wobec fibronektyny. Poszczegdlne partycje biosensora rozdzielone sg polimerem.

Dzieki zastosowaniu rozwigzania wedtug wynalazku uzyskuje sie bardzo szybkg analize bada-
nego materiatu na stezenie fibronektyny.

Przedmiot wynalazku uwidoczniony jest na rysunku, na ktérym Fig. 1 przedstawia przekroj pio-
nowy przez biosensor, natomiast Fig. 2 przedstawia krzywa kalibracyjng fibronektyny.

Biosensor skfada sie ze szkietka (1) oraz czterech warstw. Spodnig warstwe biosensora stanowi
chrom (3), na ktoéry natozone jest ztoto (2) korzystnie o grubosci 50 nm, nastepnie tiolowy linker (4) oraz
krélicze, poliklonalne przeciwciato specyficzne wobec fibronektyny (5). Sensor na partycje dzieli siatka
polimeru (6).

Sensor dziata wspdtpracujgc z urzadzeniem do pomiaréw technikg powierzchniowego rezonansu
plazmonow w wersji Imaging (SPRI). Sensor ktadzie sie na pryzmacie urzgdzenia. Odpowiednie przy-
gotowanie sensora polega na zimmobilizowaniu na warstwie ztota monowarstwy tiolu np. cysteaminy
a na niej utworzenie monowarstwy kroliczego poliklonalnego przeciwciata specyficznego wobec fibro-
nektyny w zakresie stezen 5—-400 ng/mL. Na poszczegdlne pola sensora zawierajgce duza liczbe miejsc
aktywnych np. 12, naktada sie wzorzec fibronektyny osoczowej tak aby uzyskaé stezenia 5, 10, 50, 100,
200, 300, 400 ng/mL. Stezenia te odpowiadajg prostoliniowemu odcinkowi krzywej kalibracyjnej fibro-
nektyny. Na wolne pola naktada sie probki osocza.

Rozcienczane 10 000 razy probki osocza nanoszone sg na powierzchnie sensora na 10 minut.
Objetos¢ przenoszonego roztworu jest ok. 3 ul. Powierzchnia sensora jest przemywana co najmniej
szesciokrotnie buforem HBS-ES oraz woda. Mierzy sie sygnat SPRI. Stezenie fibronektyny odczytuje
sie z krzywej kalibracyjne;.

Przyktad: Oznaczenie stezenia fibronektyny w prébkach osocza zdrowych dawcoéw i pa-
cjentow z rakiem pecherza.

Z probki osocza zdrowych dawcéw otrzymano nastepujgce wartosci intensywnosci sygnatu SPR
dla poszczegoélnych miejsc aktywnych:
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11. 1734
12. 1820

Odczytane z krzywej stezenia fibronektyny po uwzglednieniu rozcienczenia wynoszg odpo-
wiednio:
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Srednie stezenie wynosi 579 ng/mL.
Obliczony przedziat ufnosci dla poziomu istotnosci a. = 0,05 wynosi 45.
Sredni wynik okreslono (579 + 45) ng/mL.
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Z probki osocza pacjentow z rakiem pecherza otrzymano nastepujgce wartosci intensywnosci
sygnatu SPR dla poszczegodlnych miejsc aktywnych:

9

ONoOA~LNE

3528
3636
3598
3766
3289
3863
3375
3815
3645

10. 3539
11. 3701
12. 3525

Odczytane z krzywej stezenia fibronektyny po uwzglednieniu rozcienczenia wynoszg odpowiednio:

9
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2257
2359
2323
2482
2032
2537
2113
2528
2368

10. 2268

11. 2421

12. 2254

Srednie stezenie wynosi 2332 ng/mL.

Obliczony przedziat ufnosci dla poziomu istotnosci a = 0,05 wynosi 91.
Sredni wynik okreslono (2332 + 91) ng/mL.

1.

Zastrzezenie patentowe

Biosensor do oznaczania fibronektyny osoczowej sktadajgcy sie ze szkietka (1) oraz czte-
rech warstw, na ktére natozona jest siatka polimeru (6) dzielgca sensor na partycje, przy
czym spodnig warstwe biosensora stanowi chrom (3), na ktéry natozone jest ztoto (2) ko-
rzystnie o grubosci 50 nm, nastepnie tiolowy linker (4), a biosensor jest znamienny tym,
ze jego warstwe wierzchnig stanowi krdlicze, poliklonalne przeciwciato specyficzne wobec
fibronektyny (5).
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Rysunki

3L
S R L
TR AR

Fig, |

sygnal SPR[A.U]

7000 -

6000 -

5000 -

4000 -

3000 ~

2000 -

o e e e SR ' —- R 1 — T

50 100 150 200 250 300 350 400
C fibronektyny [ng/mil]

450

Fig. 2



	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

