rzeczeospola 1 OP|S PATENTOWY a9 PL 1234329

POLSKA

a3 Bl

. (51) Int.Cl.
(21) Numer zgtoszenia: 422097 GO1N 21/55 (2014.01)

GO1N 33/543 (2006.01)
GO1N 33/68 (2006.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 03.07.2017
Rzeczypospolitej Polskiej

(54) Biosensor do oznaczania stezenia enzymu katepsyny L

(73) Uprawniony z patentu:
UNIWERSYTET MEDYCZNY
W BIALYMSTOKU, Biatystok, PL

(43) Zgloszenie ogloszono: UNIWERSYTET W BIALYMSTOKU
14.01.2019 BUP 02/19 Biatystok, PL

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono: (72) Tworca(y) wynalazku:

28.02.2020 WUP 02/20 EWA GORODKIEWICZ, Bialystok, PL
ANNA TOKARZEWICZ, Bialystok, PL
ADAM HERMANOWICZ, Biatystok, PL

PL 234329 B1



2 PL 234329 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biosensor do oznaczania stezenia enzymu katepsyny L (kat. L),
zwlaszcza technikg powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji Imaging (SPRI).
Katepsyna L (EC 3.4.22,15, endopeptydaza tiolowa) jest jedng z 11 ludzkich cysternowych pro-
teaz (rodzina: peptydazy C1), ktéra wykazuje podobienstwo katalityczne i sekwencyjne do niespecy-
ficznej proteazy roslinnej — papainy. Wszystkie cysteinowe katepsyny wykazujg maksymalng aktyw-
nos¢ w lekko kwasnym pH. Katepsyna L wykazuje maksimum aktywnosci (jest relatywnie trwata)
w pH 4,4-5,5. Jest nietrwata w pH obojetnym (pH ~7,0). Enzym ten odgrywa gtéwng role (wykazuje
zdecydowanie wyzszg aktywnos¢ niz katepsyna B czy katepsyna H) w lizosomalnej proteolizie za-
réwno komorkowych, jak i endocytozowanych makroczgsteczek. Hydrolizuje ciezkie i lekkie fahcuchy
miozyny, aktyne, troponine T, troponine I, a-aktynine, titing, nebuline. Enzym ten jest dimerem zbudo-
wanym z tancucha ciezkiego (175 aminokwasoéw) oraz tancucha lekkiego (42 aminokwasy), ktére po-
tgczone sg ze sobg mostkiem siarczkowym.
Katepsyna L jest pierwszg ludzka proteaza, ktéra katalitycznie inaktywuje inhibitor proteinaz. Od-
grywa wazng role w rozwoju oraz funkcjonowaniu ludzkiego endometrium i rozwoju zarodkowym. Po-
niewaz katepsyna L degraduje skfadniki macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM), uwaza sie, ze enzym
ten odgrywa kluczowg role w rozwoju nowotworu, metastazie oraz innych schorzeniach, w ktérych de-
gradacja sktadnikéw ECM jest gtéwnym czynnikiem rozwoju choroby. Katepsyna L bierze aktywny
udziat w powstawaniu takich choroéb jak: dystrofia miesniowa, choroby przyzebia, resorpcja kosci, reu-
matyzm. Wptywa na rozwdj choroby nowotworowej oraz tworzenie przerzutow.
Wiele nowotworéw takich jak nowotwor nerki, jgder, piersi, jajnika i okreznicy wykazuje podwyz-
szong ilo$¢ katepsyny L, niz ma to miejsce w zdrowej tkance. Ekspresje katepsyny L w tkankach guza
badano w raku pecherza, ludzkiego glejaka, raka nosowej czesci gardta i stwierdzono, ze jej podwyzszony
poziom wigze sie ze ztym rokowaniem pacjenta. [Malinowska-Panczyk E., et al., Medycyna Wet., 2009:
65, 817-822; Mason R.W., et al., Biochem. J., 1985: 226, 233-241; Nomura T., et al., Biochem. Biophys.
Res. Comm., 1996: 228, 792-796; Hashida S., et al., J. Biochem., 1980: 88, 1805-1811; Johnson D.A.,
et al., J. Biol. Chem., 1986: 261, 14748-14751; Alfonzo S., et al., Development, 1997: 124, 3415-3425;
Jokima V., et al., Mol. Hum. Reprod., 2001: 7, 73—-78; Weber E., et al., J. Cancer Res. Clin. Oncol., 1994:
120, 564-567; Mignatti P., et al., Physiol. Rev., 1993: 73, 161-195; Trabandt A., et al., Matrix, 1990: 10,
349-361; Villadangos J.A., et al., Immunol. Rev., 1999: 172, 109-120; Singh N., et al., World J. Gastro-
enterol., 2014, 20, 17532-40; Sadana R., et al., Indian J. Biochem. Biophys., 2003: 40, 315-23].
Do tej pory stezenie i aktywno$¢é enzymatyczng katepsyny L mierzono:
— fluorymetrycznie [Franta Z., et al., Int. J. Parasitol., 2011: 41, 1253-126; Sadana R., et al.,
Indian J. Biochem. Biophys., 2003: 40, 315-23; Ikeda Y., et al., J. Med. Invest., 2000: 47,
61-75; Sivaparvathi M., et al., Clin. Exp. Metastasis, 1996: 14, 27-34],

— immunohistologicznie [J. Liu et al., Atherosclerosis, 2006: 184, 302—-11],

— testem immunoenzymatycznym (ELISA) [Liu Y., et al., Am. J. Cardiol., 2009: 103: 476-81;
J. Liu et al., Atherosclerosis, 2006: 184, 302-11; Singh N., et al.,, World J. Gastroenterol.,
2014: 20, 17532-40],

— kolorymetrycznie [Kamboj R.C., et al., Biochimie., 1993: 75, 873-8],

— immunohistochemicznie [Singh N., et al., World J. Gastroenterol., 2014: 20, 17532-40],

— technikg reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) w czasie rzeczywistym [J. Liu et al., Athero-

sclerosis, 2006: 184, 302-11],

— technikg Western Blot [J. Liu et al., Atherosclerosis, 2006: 184, 302—-11].

Technika rezonansu powierzchniowego plazmondéw (ang. Surface Plasmon Resonance Imaging)
jest niezwykle skutecznym narzedziem do oznaczania biologicznie aktywnych zwigzkéw, zostata przed-
stawiona m.in. w pracach Lee H.J., et al., J. Physiol., 2005: 563, 61-71; Lee H.J., et al., Anal. Chem.,
2006: 78, 6504-10; Fang S., et al., J. Am. Chem. Soc., 2006: 128, 14044—46; Gorodkiewicz E., Protein
Pept. Lett., 2009: 16, 1379-85; Gorodkiewicz E., et al., Protein Pept. Lett., 2010: 17, 1148-54; Gorod-
kiewicz E., et al., Microchim. Acta, 2011: 175, 177-184; Gorodkiewicz E., et al., Microchim. Acta, 2012:
176, 337-43; Gorodkiewicz E., et al., Cent. Eur. J. Chem., 2014: 12, 557-67, Sankiewicz A., et al.,
Analyt. Biochem., 2015: 469, 4-11, Grzywa R., et.al., Eur. J. Ob. Gyn. Rep. Biol., 2014: 182, 38-42,
Laudanski P., et al., Eur. J. Ob. Gyn. Rep. Biol., 2013: 169, 80-83.

Istotg wynalazku jest biosensor do oznaczania stezenia enzymu katepsyny L (kat. L). Biosensor
skfada sie ze szkietka pokrytego warstwg: ztota, chromu, warstwg funkcjonalizowanego tiolu, warstwag
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czutg oraz siatkg fotopolimerowg nie zastaniajgcg miejsc aktywnych, dzielgca biosensor na partycje.
Warstwe czutg stanowi inhibitor katepsyny L (Arg-Lys-Leu-Leu-Trp-NH2, C3sHsoN110s, masa czgstecz-
kowa: 713,91 g/mol). Dzieki zastosowaniu rozwigzania wedtug wynalazku uzyskuje sie bardzo szybkag
analize badanego materiatu, w tym: osocza, moczu, homogenatoéw tkanek na stezenie katepsyny L.

Przedmiot wynalazku w przyktadzie wykonania uwidoczniony jest na rysunku, na ktérym fig. 1
przedstawia przekréj pionowy przez biosensor, a fig. 2 przedstawia zakres prostoliniowy krzywej kali-
bracyjnej enzymu katepsyny L.

Biosensor do oznaczania stezenia enzymu katepsyny L (kat. L) skiada sie ze szkietka (1) typu
BKY7, pokrytego warstwa ztota (2) o grubosci 50 nm, warstwg chromu (3), warstwg funkcjonalizowanego
tiolu (4) — 1-oktadekanotiolu, warstwg czutg, ktérg stanowi inhibitor katepsyny L (Arg-Lys-Leu-Leu-Trp-
-NH2, C3sHsoN110s, masa czgsteczkowa: 713,91 g/mol) (5) oraz siatkg fotopolimerowa (6) nie zastania-
jacg miejsc aktywnych, dzielgcg biosensor na partycje.

Biosensor dziata wspétpracujgc z urzgdzeniem do pomiaréw technikg powierzchniowego rezo-
nansu plazmonéw w wersji Imaging (SPRI). Biosensor ktadzie sie na pryzmacie urzagdzenia. Odpowied-
nie przygotowanie biosensora polega na zimmobilizowaniu na warstwie ztota (2) warstwy funkcjonali-
zowanego tiolu (4) — 1-oktadekanotiolu, a na niej tworzy sie monowarstwe inhibitora katepsyny L
(Arg-Lys-Leu-Leu-Trp-NH2, CasHsoN110s, masa czgsteczkowa: 713,91 g/mol) (5) w zakresie stezen
1-100 ng/ml. Z plateau otrzymanej krzywej odczytuje sie stezenie tego inhibitora, przy ktérym nastepuje
maksymalne wysycenie powierzchni biosensora. Na poszczegdélne pola biosensora zawierajgce duzg
liczbe miejsc aktywnych, np. 12, naktada sie wzorzec katepsyny L tak, aby uzyskac stezenia 0,5; 1,0;
2,0; 5,0; 8,0; 10,0; 15,0 ng/ml. Stezenia te odpowiadajg prostoliniowemu odcinkowi krzywej kalibracyjnej
katepsyny L. Na wolne pota naktada sie probki osocza pochodzgcych od zdrowych ludzi, jak i probek
osocza dzieci oparzonych.

Dwukrotnie rozciehczone probki osocza osdb zdrowych i czterokrotnie rozcienczone prébki suro-
wicy krwi pobranej w trakcie zabiegu operacyjnego resekcji: guza jajnika, torbieli jajnika czy usuniecia
pecherzyka zétciowego nanoszone sg na powierzchnie biosensora na 10 minut. Objeto$¢ przenoszo-
nego roztworu wynosi ok. 3 pl. Powierzchnia biosensora jest przemywana co najmniej sze$ciokrotnie
buforem HBS-ES oraz woda. Mierzy sie sygnat SPRI. Stezenie katepsyny L odczytuje sie z krzywej ka-
libracyjne;j.

Przyktad

Oznaczenie stezenia katepsyny L w prébkach osocza, pochodzgcych od oséb zdrowych, jak
i w surowicy krwi pobranej w trakcie zabiegu operacyjnego resekcji: guza jajnika, torbieli jajnika czy
usuniecia pecherzyka zétciowego. Z probek osocza osdb zdrowych otrzymano nastepujgce wartosci
intensywno$ci sygnatu SPRI dla poszczegdlnych miejsc aktywnych:

1931,49,
2694,10,
3261,97,
2488,33,
324427,
2951,34,
2312,91,
2937,81,
. 2464,49.
dczytane z krzywej stezenia katepsyny L wynoszg odpowiednio (ng/ml):
2,53,
5,59,
7,87,
4,77,
7,80,
6,62,
4,06,
6,57,
4,67.

Po uwzglednieniu dwukrotnego rozcienczenia otrzymano nastepujgce wyniki stezenia:
1. 5,06,

2. 11,18,

©COoONOOORrRWNEPQOOINORWDNE
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15,74,
9,53,
15,60,
13,25,
8,12,
13,14,
9,34.

Srednie stezenie wynosi 11,22 ng/ml.

Obliczony przedziat ufnosci dla poziomu istotnosci a = 0,05 wynosi 2,32 ng/ml.

Sredni wynik okreslono jako 11,22 +2,32 ng/ml.

Z prébek surowicy krwi pobranej w trakcie zabiegu operacyjnego resekcji: guza jajnika, torbieli
jajnika czy usuniecia pecherzyka zoétciowego wartosci intensywnosci sygnatu SPRI dla poszczegoéinych
miejsc aktywnych:

QOUXXNOURrWDNE

(0]

COoNOOORWNRELTPOONORWDN R

2180,78,
2160,96,
3641,58,
3321,58,
2521,22,
2969,70,
3596,34,
3362,58,
2674,66.

dczytane z krzywej stezenia katepsyny L wynoszg odpowiednio:

3,53,
3,45,
9,39,
8,11,
4,90,
6,70,
9,21,
8,27,
5,51.
uwzglednieniu czterokrotnego rozcienczenia otrzymano nastepujgce wyniki stezenia:
14,13,
13,81,
37,57,
32,44,
19,59,
26,79,
36,85,
33,09,
22,05.

Srednie stezenie wynosi 26,26 ng/ml.
leiczony przedziat ufnosci dla poziomu istotnosci o = 0,05 wynosi 7,97 ng/ml.
Sredni wynik okreslono jako 26,26 +7,97 ng/ml.

1.

Zastrzezenie patentowe

Biosensor do oznaczania stezenia enzymu katepsyny L skfadajgcy sie ze szkietka (1), pokry-
tego warstwg ztota (2), chromu (3), warstwg funkcjonalizowanego tiolu (4), warstwg czutg oraz
siatkg fotopolimerowg (6) nie zastaniajgcg miejsc aktywnych, znamienny tym, Zze warstwe
czutg (5) stanowi inhibitor katepsyny L Arg-Lys-Leu-Leu-Trp-NHa.
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Rysunki
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Fig. 1

Zaleinoéé sygnatu SPRI od stezenia Katepsyny L
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Fig. 2
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