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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biosensor do oznaczania kolagenu typu IV.

Kolagen jest gtéwng czescig podstawy tkanki tgcznej oraz najwazniejszym biatkiem w ciele czto-
wieka. Stanowi on 1/3 masy wszystkich biatek. Nalezy do rodziny biatek kolagenowych, w ktérej skiad
wchodzi, co najmniej 27 genetycznie odrebnych typow, ktdre réznig sie masg czasteczkowsq i sktadem
aminokwasowym. Kolagen typu IV jest gtdwnym sktadnikiem btony podstawnej, ktéra jest specyficznie
zbudowang warstwg macierzy pozakomorkowej. Stanowi mechaniczng podpore i bariere fizyczng dla
komoérki. Zarzgdza ona réwniez szeregiem procesow przekazywania sygnatéw pomiedzy zewnagtrzko-
morkowym Srodowiskiem a wnetrzem komorki i odwrotnie. Btona podstawna odgrywa wazng role w pro-
cesach nowotworowych. Jednym z etapdw przerzutowania nowotworu jest niszczenie i naciekanie bton
podstawnych oraz macierzy zewnatrzkomorkowej. Na skutek dziatania odpowiednich enzymdéw docho-
dzi do degradacji macierzy zewngtrzkomorkowej i siateczki widkien kolagenowych przez co komorki
nowotworowe mogg sie rozprzestrzenia¢. Kolagen jest syntetyzowany i odktadany podczas tworzenia
naczyn krwionosnych wokot komérek endotelialnych i moze by¢ zatem uznawany jako marker aktyw-
nosci procesu angiogenezy. Mozliwo$s¢ monitorowania ilosci kolagenu wynikajgcych z zaburzen w pro-
cesie jego syntezy i degradacji pozwala na zrozumienie proceséw zwigzanych z powstawaniem, roz-
wojem i przebiegiem réznych choréb w tym nowotworowych [K.A. Czubak, H.M. Zbikowska, Struktura,
funkcja i znaczenie biomedyczne kolagenéw, Ann.Acad.Med.Sites, 2014,68,4,245-254, D.Ohlund,
O.Franklin, E.Lundberg, C.Lundin, M.Sund, Type IV collage stimulates panceratic cancer cell prolifera-
tion, migration and inhibits apoptosis through an autocrine loop, BMC Cancer, 2013, 13:154].

Badano ekspresje kolagenu w réznych tkankach np. metodg Western Blot z detekcjg chemilumi-
nescencyjng [A.Gozdzialska, A.Gawedka, J.Drag i inni, Ekspresja kolagenu typu Il i IV w nowotworach
piersi, Przeglagd Medyczny Uniwersytetu Rzeszowskiego, 2010, 2, 128-133]. Oznaczano réwniez ste-
zZenie metodg immunoenzymatyczng [M.P. Cohen, C.W. Shearman, G.T. Lautenslager, Serum type IV
collagen in diabetic patients at risk for nephropathy, Diabetes Care, 2001, 24, 1324-1327] oraz technikg
ELISA [Ch.E. Wiedmeyer, A. Rogal, Urinary biomarkers for monitoring disease progression in the
Han:SPDR-cy rat model of autosomal-dominant polycystic kidney disease, Comaprative Medicine,
2010, 60, 448-454].

Technika rezonansu powierzchniowego plazmonéw (ang. Surface Plasmon Resonance Imaging)
jest niezwykle skutecznym narzedziem do oznaczania biologicznie aktywnych zwigzkow, zostata przed-
stawiona 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, RM 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 kolagenu typu IV z wykorzystaniem mysiego mo-
noklonalnego przeciwciata specyficznego wobec kolagenu IV korzystnie technikg powierzchniowego
rezonansu plazmondéw. Biosensor skfada sie ze szkietka, korzystnie typu BK7, na ktére natozona jest
warstwa ztota korzystnie o grubosci 50 nm na podtozu chromu, nastepnie warstwa funkcjonalizowanego
tiolu korzystnie cysteaminy, a na nig warstwa mysiego monoklonalnego przeciwciata specyficznego wo-
bec kolagenu typu 1V, poszczegdlne partycje biosensora rozdzielone sg odpowiednim polimerem. Dzieki
zastosowaniu rozwigzania wedtug wynalazku uzyskuje sie bardzo szybkg analize badanego materiatu
na stezenie kolagenu typu IV.

Przedmiot wynalazku uwidoczniony jest na rysunku, na ktérym Fig. 1 przedstawia przekrdj pio-
nowy przez biosensor, natomiast Fig. 2 przedstawia otrzymang krzywg kalibracyjng do oznaczania ko-
lagenu IV.
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Biosensor skiada sie ze szkietka (1) oraz czterech warstw. Spodnig warstwe biosensora stanowi
chrom (3), na ktéry natozone jest zloto (2), nastepnie tiolowy linker (4) oraz warstwa mysiego monoklo-
nalnego przeciwciata specyficznego wobec kolagenu typu IV (5). Sensor na partycje dzieli siatka poli-
meru (6).

Sensor dziata wspotpracujgc 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 mysiego monoklonalnego przeciwciata specyficznego na kolagen typu IV w zakre-
sie stezen 20-300 ng/ml. Na poszczegdlne pola sensora zawierajgce duzg liczbe miejsc aktywnych np.
12, nakfada sie wzorzec kolagenu IV tak aby uzyskaé stezenia 20, 30, 50, 100, 150, 200, 300 ng/ml.
Stezenia te odpowiadajg prostoliniowemu odcinkowi krzywej kalibracyjnej kolagenu IV. Na wolne pola
naktada sie prébki osocza.

Nie rozcienczane prébki osocza nanoszone sg na powierzchnie sensora na 10 minut. Objetos¢
przenoszonego roztworu jest ok. 3 ul. Powierzchnia sensora jest przemywana co najmniej sze$ciokrot-
nie buforem HBS-ES oraz wodg. Mierzy sie sygnat SPRI. Stezenie kolagenu IV odczytuje sie z krzywej
kalibracyjne;.

Przyktad: Oznaczenie stezenia kolagenu IV w prébkach osocza zdrowych dawcéw

Z probki osocza zdrowych dawcéw otrzymano nastepujgce wartosci intensywnosci sygnatu SPR
dla poszczegélnych miejsc aktywnych:

1670
1714
1531
1488
1585
1758
1466
1602
. 1686
10. 1613
11. 1396
12. 1746

Odczytane z krzywej stezenia kolagenu IV wynoszg odpowiednio (w ng/ml):
92,9
97,0
79,9
75,8
84,9
101,1
73,8
86,5

. 944
10. 87,5
11. 67,3
12. 100,0

Srednie stezenie wynosi 86,8 ng/mL.
Obliczony przedziat ufnosci dla poziomu istotno$ci o = 0,05 wynosi 6,1.
Sredni wynik okreslono (86,8 + 6,1) ng/mL.
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Zastrzezenie patentowe

1. Biosensor do oznaczania kolagenu typu IV z wykorzystaniem mysiego monoklonalnego prze-
ciwciata specyficznego na kolagen typu IV sktadajgcy sie ze szkietka (1) oraz czterech 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) korzystnie o grubosci
50 nm, nastepnie tiolowy linker (4), a biosensor jest znamienny tym, ze jego warstwe wierzch-
nig stanowi mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wobec kolagenu typu IV (5).

Rysunki
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