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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biosensor do oznaczania immunoproteasomu z wykorzystaniem in-
hibitora ONX-0914.

Immunoproteasom jest biatkowym, wielkoczgsteczkowym kompleksem enzymatycznym.

Jest jedng z form proteasomu, ktéry odgrywa wazng role w procesie proteolitycznej degradacji
biatek i jest gtdwnym elementem szlaku ubikwityna-proteasom (UPS). Wytwarzany jest w odpowiedzi
na dziatanie interferonu-gamma (INF-y), ktory indukuje synteze immunopodjednostek. Na skutek dzia-
tania INF-y immunopodjednostki B1i, B2i i B5i wbudowujg sie w nowo tworzacy sie proteasom w miejsce
3 aktywnych enzymatycznie, konstytutywnych jednostek 1, B2 oraz 5 zmieniajgc jego aktywnosc¢ hy-
drolityczna.

(Yewdell JW. Immunoproteasomes: regulating the regulator. Proc Natl AcadSci USA.
2005,102(26): 9089-90

Bury M., Niemierko A., Proteasomalna degradacja biatek komoérkowych. Postepy biologii komorki,
2005, 322(3), 435-48

Huber E.M., Basler M., Schwab R., Heinemeyer W., Kirk C.J., Groettrup M., Groll M. Immuno-
and constitutive proteasome crystal structures reveal differences in substrate and inhibitor specificity.
Cell. 2012;148(4):727-38

Ferringt on DAI, Gregerson DS. Immunoproteasomes: structure, function, and antigen presenta-
tion. Prog Mol Biol Transl Sci. 2012:109:75-112

Nathan JA, Spinnenhirn V., Schmidtke G., Basler M., Groettrup M., Goldberg AL. Immuno- and
constitutive proteasomes do not differ in their abilities to degrade ubiquitinated proteins.

Cell. 2013. 152(5): 118494

Zanker D, Chen W. Standard and immunoproteasomes show similar peptide degradation speci-
ficities, Eur J Immunol. 2014, 44(12):3500-3).

Odpowiada on za tworzenie peptydéw prezentowanych limfocytom T przez czgsteczki MHC klasy .
Odgrywa wazng role w procesie rozpoznawania immunologicznego i eliminacji zmienionych komorek,
CO ma znaczenie w rozwoju réznych choréb a zwtaszcza nowotworu.

(Ferrington DAI, Gregerson DS. Immunoproteasomes: structure, function, and antigen presenta-
tion. Prog Mol Biol Transl Sci. 2012:109:75-112.

Angeles Al, Fung G, Luo H. Immune and non-immune functions of the immunoproteasome. Front
Biosci (Landmark Ed). 2012 Jan 1:17:1904-16.

Basler M, Kirk CJ, Groettrup M. The immunoproteasome in antigen processing and other immu-
nological functions. Curr Opin Immunol. 2013, 25(1):74-80.

Bellavista E., Andreoli F., Parenti MD, Martucci M., Santoro A., Salvioli S., Capri M., Baruzzi A.,
Del Rio A., Franceschi C., Mishto M., Immunoproteasome in cancer and neuropathologies: a new the-
rapeutic target?, Curr Pharm Des, 2013:19(4):702-18.

Niewerth Di, Franke NE, Jansen G., Assaraf YG, van Meerloo J., Kirk CJ, Degenhardt J., Anderl
J, Schimmer AD, Zweegman S, de Haas V, Horton TM, Kaspers GJ, Cloos J. Higher ratio immune
versus constitutive proteasome level as novel indicator of sensitivity of pediatric acute leukemia cells to
proteasome inhibitors. Haematologica. 2013, (12):1896—-904.

Miller ZI, Ao L, Kim KB, Lee W Inhibitors of the immunoproteasome: current status and future
directions. Curr Pharm Des. 2013;19(22):4140-51.

McCarthy MK, Weinberg JB. The immunoproteasome and viral infection: a complex regulator of
inflammation. Front Microbiol. 2015: 6:21.).

Prawidtowe funkcjonowanie szlaku UPS umozliwia zachowanie homeostazy proceséw wewnagtrz-
komadrkowych i usuniecie uszkodzonych biatek. Oznaczenie stezenia immunoproteasomu i poréwnanie
ze stezeniem proteasomu konstytutywnego pozwoli na poszerzenie wiedzy o dziataniu systemu UPS
i powigzaniu jego aktywnos$ci z waznymi procesami biochemicznymi, ktére mogg mieé znaczenie w pa-
togenezie nowotwordw i innych schorzeh degeneracyjnych.

Immunoproteasom 20S byt izolowany i oczyszczany technikg chromatograficzng a jego podjed-
nostki oznaczano metodg LC-MS.

(Dechavanne V. Vilbois F, Giez L, Antonsson B. Purification and separation of the 20S immuno-
proteasome from the constitutive proteasome and identification of the subunits by LC-MS. Protein Expr
Purif. 2013, 87(2): 100-110.).
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Oznaczanie immunoproteasomu prowadzono technikg immunohistochemiczng oraz Western
Blot

(Vasuri F, Capizzi E, Bellavista E. Mishto M, Santoro A, Fiorentino M. Capri M, Cescon M, Grazi
GL, Grigioni WF. D'Errico-Grigioni A, Franceschi C. Studies on immunoproteasome in human liver. Part
I: absence in fetuses, presence in normal subjects, and increased levels in chronic active hepatitis and
cirrhosis. Biochem Biophys Res Commun. 2010 Jun 25;397(2):301-306.

Oh KI, Seo JN. Expression pattern of immunoproteasome subunits in human thymus. Immune
Netw. 2009 Dec;9(6):285-288).

Do ilosciowego oznaczania immunoproteasomu oraz jego immunopodjednostek wykorzystywano
technike ELISA.

(Roccaro AM, Sacco A, Aujay M, Ngo HT, Azab AK, Azab F, Quang P, Maiso P, Runnels J, An-
derson KC, Demo S, Ghobrial IM. Selective inhibition of chymotrypsin-like activity of the immunoprote-
asome and constitutive proteasome in Waldenstrom macroglobulinemia. Blood. 2010 May
20:115(20):4051-4060.

Orre M, Kamphuis W, Dooves S, Kooijman L, Chan ET, Kirk CJ, Dimayuga Smith V, Koot S, Mam-
ber C, Jansen AH, Ovaa H, Hol EM. Reactive glia show increased immunoproteasome activity in Alzhe-
imer's disease, Brain, 2013, 136(Pt 5):1415-1431.

Niewerth DI, Franke NE, Jansen G, Assaraf YG, van Meerloo J, Kirk CJ, Degenhardt J, Anderl
J, Schimmer AD, Zweegman S, de Haas V, Horton TM, Kaspers GJ, Cloos J. Higher ratio immune
versus constitutive proteasome level as novel indicator of sensitivity ofpediatric acute leukemia cells to
proteasome inhibitors. Haematologica. 2013, (12):1896-1904.).

Technika rezonansu powierzchniowego plazmondéw (Surface Plasmon Resonance Imaging) jest
niezwykle skutecznym narzedziem do oznaczania biologicznie aktywnych zwigzkéw, zostata przedsta-
wiona m.in. (HJ Lee, Y Yan, G Marriott, RM Corn, Quantitative functional analysis of protein complexes
on surfaces. J Physiol, 2005, 563, 61-71, HJ Lee, D Nedelkov, RM Corn, Surface Plasmon Resonance
Imaging Measurements of Antibody Arrays for the Multiplexed Detection of Low Molecular Weight Pro-
tein Biomarkers., Anal Chem, 2006, 78, 6504-6510, S Fang, J Lee, AW Wark, RM Corn, Attomole
Microarray Detection of MicroRNAs by Nanoparticie-Amplified SPR Imaging Measurements of Surface
Polyadenylation Reactions., J Am Chem Soc, 2006,128, 14044-14046, , E Gorodkiewicz, Surface Pla-
smon 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 protea-
some: 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 Chy-
czewski, J Niklinski, SPR Imaging Biosensor for Podoplanin: Sensor Development and Application for
Biological Material, Microchim. Acta, 2012, 176, 337-343.).

Istotg wynalazku jest biosensor umozliwiajgcy specyficzne oznaczanie immunoproteasomu
20 S technikg powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji Imaging. Biosensor sktada sie ze
szkietka, korzystnie typu BK7 oraz czterech warstw, na ktére natozona jest siatka polimeru dzielgca
sensor na partycje. Spodnig warstwe biosensora stanowi chrom, na ktéry natozone jest ztoto, korzystnie
o grubosci 50 nm, a nastepnie tiolowy linker, korzystnie oktadecylotiol. Warstwe wierzchnig biosensora
(receptor) stanowi inhibitor immunoproteasomu ONX-0914.

Dzieki zastosowaniu rozwigzania wedtug wynalazku uzyskuje sie bardzo szybkg analize bada-
nego materiatu, w tym: osocza, surowicy, moczu, ptyndw moézgowo-rdzeniowych, homogenatdw tkanek.

Przedmiot wynalazku uwidoczniony jest na rysunkach, na ktérym Rys. 1 przedstawia przekrgj
pionowy przez biosensor, a Rys. 2 przedstawia zakres prostoliniowy krzywej kalibracyjnej immunopro-
teasomu. Biosensor sktada sie ze szkietka (1) oraz czterech warstw. Spodnig warstwe biosensora sta-
nowi chrom (3), na ktéry natozone jest ztoto (2) korzystnie o grubosci 50 nm, nastepnie tiolowy linker
(4) oraz inhibitor immunoproteasomu ONX-0914 (5). Sensor na partycje dzieli siatka polimeru (6).

Sensor dziata wspétpracujgc z urzagdzeniem do pomiaréw technikg powierzchniowego rezonansu
plazmondéw w wersji Imaging (SPRI). Sensor ktadzie sie na pryzmacie urzadzenia. Odpowiednie przy-
gotowanie sensora polega na zimmobilizowaniu na warstwie ztota (2), monowarstwy tiolu (4) np. okta-
decylotiolu, a na niej utworzenie monowarstwy inhibitora immunoproteasomu ONX-0914 (5) w zakresie
stezen 0,5-50 pg/ml z plateau otrzymanej krzywej odczytuje sie stezenie inhibitora, przy ktérym naste-
puje maksymalne wysycenie powierzchni biosensora. Na poszczegdlne pola sensora zawierajgce duzg



4 PL 234 488 B1

liczbe miejsc aktywnych np. 12, naktada sie wzorzec immunoproteasomu 20S tak, aby uzyskac¢ stezenia
1,4; 2,1; 2,8; 4,2; 5,6; 7,0 ug/ml. Stezenia te odpowiadajg prostoliniowemu odcinkowi krzywej kalibra-
cyjnej immunoproteasomu. Na wolne pola naktada sie probki osocza.

Dziesieciokrotnie rozcienczone prébki osocza nanoszone sg na powierzchnie sensora na 10 mi-
nut. Objetos$¢ przenoszonego roztworu wynosi ok. 3 ul. Powierzchnia sensora jest przemywana co naj-
mniej szesciokrotnie buforem HBS-ES oraz wodg. Mierzy sie sygnat SPRI. Stezenie immunoprotea-
somu 20S odczytuje sie z krzywej kalibracyjne;j.

Przyktad: Oznaczenie stezenia immunoproteasomu 20S w prébce osocza zdrowych dawcéw
oraz pacjentoéw z nowotworami krwi.

Z prébki osocza osoby z nowotworem krwi otrzymano nastepujgce wartosci intensywnosci sy-
gnatu SPRI dla poszczegdlnych miejsc aktywnych:

3450,8
3006,0
3531,2
2921,1
4184.,6
4305,6
4051,4
4195,9
9. 39129
10. 34243
11. 3216,2
12. 34497
Odczytane z krzywej stezenia immunoproteasomu 20S po uwzglednieniu dziesieciokrotnego
rozcienczenia wynosza odpowiednio (ug/ml):
48,1
41,9
49,2
40,7
58,3
60,0
56,5
58,5
9. 545
10. 47,7
11. 44,8
12. 48,1
Srednie stezenie wynosi 50,7 ug/ml.
Obliczony przedziat ufnosci dla poziomu istotnos¢ a=0,05 wynosi 4,4 ug/ml.
Sredni wynik okres$lono jako 50,7 + 4,4 ug/ml.

ONoOr~LNE

ONoOA~WNE

Zastrzezenie patentowe

1. Biosensor do oznaczania immunoproteasomu 20S sktadajacy sie ze szkietka (1) oraz czterech
warstw, na ktére natozona jest siatka polimeru (6) dzielaca sensor na partycje, przy czym
spodnig warstwe biosensora stanowi chrom (3), na ktéry natozone jest ztoto (2) korzystnie
0 grubosci 50 nm, nastepnie tiolowy linker (4) a biosensor jest znamienny tym, ze jego war-
stwe wierzchnig stanowi inhibitor immunoproteasomu ONX-0914 (5).
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Rysunki
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Fig.1 przekr6j pionowy przez biosensor

Zaleznosc sygnatu SPRI od stezenia immunoproteasomu 205
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Fig. 2 krzywa kalibracyjna immunoproteasomu 20S



	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia
	Rysunki

