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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest biosensor stuzgcy do specyficznego i selektywnego oznaczania ilo-
sciowego PARP-1 w ptynach ustrojowych z wykorzystaniem techniki Powierzchniowego Rezonansu
Plazmonow w wersji Imaging, jako sposobu detekciji.

STAN TECHNIKI

PARP to rodzina enzymoéw zdolnych do dotgczania rozgatezionych tancuchéw ADP-rybozy do
biatek. Polimeraza poli(ADP-rybozy) (ang. poly ADP-ribose polymerase, PARP) stanowi cel nowocze-
snych terapii oraz metod oznaczen diagnostycznych. PARP nalezy do grupy enzymoéw zaleznych od
NAD+, ktore biorg udziat przede wszystkim w naprawie uszkodzonego DNA. NAD+ jako wazny meta-
bolit, wykorzystywany jest przez enzymy z rodziny PARP, m.in. PARP-1 oraz PARP-2 do reakcji ADP-
rybozylacji (Canto C., et al., Mol. Aspects. Med., 2013: 34(6), 1168-1201). PARP-1 stanowi jeden
z elementéw ilosciowych oznaczen w przypadku diagnostyki nowotwordw takich jak: nowotwor jajnika,
piersi oraz jamy ustnej. Swoéj udziat ma takze przy chorobach niedokrwiennych, cukrzycy i chorobach
neurodegeneracyjnych (Dal Piaz F., et al., Biochim. Biophys. Acta., 2015: 1850(9), 1806—1814).

Biatko PARP-1 obecne jest gtéwnie w jgdrze komorkowym, niewielkie jego ilosci znajdujg sie takze
w cytoplazmie. PARP-1 bierze udziat w procesach metabolicznych komarek, reguluje transkrypcje, kontro-
luje szlaki sygnatowe w komérkach. Odpowiedzialny jest réwniez za ich apoptoze. Do najwazniejszych za-
dan enzymu PARP-1 nalezy jednak rozpoznanie uszkodzen DNA i ich naprawa. Moze ona odbywac sie na
dwa rézne sposoby. Pierwszy z nich to wycinanie odpowiednich zasad, drugi natomiast zaktada naprawy
w obrebie peknie¢ pojedynczej nici DNA (Papeo G., et al., J. Biomol. Screen., 2014: 19(8), 1212-1219). Gdy
na skutek stresu genotoksycznego, badz oksydacyjnego dochodzi do uszkodzeh materiatu genetycznego,
wzrasta aktywnos¢ PARP-1. Zwieksza sie ilos¢ polimeréw poli(ADP-rybozy) w jadrze komérkowym, ktdre
w nastepstwie zaczynajg przedostawac sie rowniez do cytoplazmy. W nastepstwie zostaje uruchomiony od-
powiedni szlak sygnatowy, ktory indukuje odpowiedz na uszkodzenie materiatu genetycznego i jego naprawe
(Wisnik E., et al., Post. Hig. Med. Dosw., 2016: 70, 280—294).

Dotychczas do oznaczen ilosciowych PARP-1 wykorzystano metody takie jak: QCM (Yang H., et
al., Anal. Chem., 2019: 91(17), 11038-11044), fluorescencje z chemiluminescencjg — ,dual mode” (Xu
E., et al., Sensor. Actuat. B-Chem., 2020). Wykorzystujgc SPR badano inhibitory PARP-1 pochodzenia
roslinnego (Dal Piaz F., et al., Biochim. Biophys. Acta., 2015: 1850(9), 1806—1814), za pomocg SDS-
PAGE-MS badano obecnos¢ biatek z rodziny PARP w plemnikach (Jha R., et al., Fertil. Steril., 2009:
91(3), 782—-790), metoda WB postuzyta do identyfikacji biatek PARP w probkach ejakulatu (Jha R., et
al., Fertil. Steril., 2009: 91(3), 782—790), natomiast metoda ELISA stuzyta do badanh rodzaju inhibicji
PARP-1 (Moonen H. et al., Biochem. Bioph. Res. Co., 2005: 338(4), 1805-1810).

Technika rezonansu powierzchniowego plazmonéw tj. SPRi (ang. Surface Plasmon Resonance
Imaging) jest niezwykle skutecznym narzedziem do oznaczania biologicznie aktywnych zwigzkéw, zo-
stata przedstawiona m.in. w pracach: Lee H.J., et al., J. Physiol., 2005: 563, 61-71; Tokarzewicz et al.,
Anal. Methods, 2017: 9, 2407-2414., Sankiewicz et al., J. Pharmac. Biomed. Anal., 2018: 150, 1-8.

W stanie techniki znane sg biosensory SPRi umozliwiajgce oznaczanie stezen substancji bioak-
tywnych. Takie biosensory ujawniajg przyktadowe opisy JP2009133844A, US6239255, PL223400B1,
PL210052B1, PL222548B1, czy tez PL439848A1.

Nie skonstruowano dotad biosensora, ktéry umozliwiatby prowadzenie iloSciowych oznaczen
PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym i cechowat sie przy tym wysoka specyficznoscig oraz czuto-
Scig, a takze odpowiednio duzg przepustowoscia, ktéra umozliwitaby zbadanie w krétkim czasie jak
najwiekszej iloci préb.

UJAWNIENIE WYNALAZKU

W Swietle opisanego stanu techniki celem niniejszego wynalazku jest zatem dostarczenie narze-
dzia umozliwiajgcego z wysokg specyficznoscig oraz czutoscig i odpowiednio duzg przepustowoscig
badanie w krotkim czasie jak najwiekszej ilosci prob dla ilosciowych oznaczen PARP-1, w ludzkich pty-
nach ustrojowych, w postaci biosensora dla PARP-1 do prowadzenia czutej i specyficznej metody jego
oznaczania z wykorzystaniem oznaczania za pomoca SPRi.

Cel ten zostat osiggniety poprzez dostarczenie immuno-biosensora specyficznego dla enzymu
PARP-1, ktory specyficzne ilosciowo wykrywa obecno$¢ PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym
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i wspotpracuje z Powierzchniowym Rezonansem Plazmonéw w wersji obrazowej (SPRi) stanowigcym
dla niego sposéb detekcji.

Wynalazek dotyczy biosensora do oznaczania biatka polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1)
technikg Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw w wersji Obrazowej (SPRi), ktory stanowi ptytka
szklana z natozong na nig warstwg tytanu o grubosci 1+0,2 nm, na ktérg natozona jest warstwa zitota
o grubosci 50+2 nm, na ktorg to warstwe natozona jest siatka polimerowa dzielgca sensor na partycje,
nastepnie natozona jest warstwa linkera w postaci funkcjonalizowanego tiolu, korzystnie cysteaminy, do
ktérego nastepnie przytgczone jest mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wzgledem PARP-1
tworzgc warstwe receptora. W korzystnym biosensorze do oznaczania biatka PARP-1 ptytka szklana
(1) wykonana jest ze szkta — typu BK7.

Wynalazek dotyczy zatem nowego biosensora SPRi do ilosciowych oznaczen PARP-1 w ludzkich
ptynach ustrojowych.

Biosensor wychwytuje wytgcznie oznaczang substancije z roztworu, a aparatura SPRi reaguje na
przyrost masy na powierzchni biosensora i przeksztatca go w sygnat analityczny. Rozwigzanie takie
charakteryzuje prostota zaréwno wykonania biosensora, jak i przeprowadzenia procesu pomiarowego.
Dlatego rozwigzanie to moze konkurowac z obecnie stosowanymi metodami ilosciowych oznaczen sub-
stancji biologicznie aktywnych. Dotychczas jednak nie opracowano biosensora SPRi na oznaczanie
PARP-1. Biosensor wedtug wynalazku przeznaczony jest do specyficznego i ilosciowego oznaczania
PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym takim jak osocze, surowica krwi, lub homogenatach tkanko-
wych i dostosowany jest do wspotpracy/odczytu technikg SPRi — powierzchniowego rezonansu plazmo-
now w wersji obrazowej. Opracowany biosensor wykorzystuje monoklonalne mysie przeciwciato specy-
ficzne wzgledem PARP-1 jako receptor i spetnia warunki analityczne pod wzgledem zakresu pomiaro-
wego, specyficznosci, precyzji i doktadnosci pomiaru. Biosensor wedlug wynalazku zawiera ptytke
szklang pokrytg warstwa ztota oraz siatke polimeru tworzaca pek miejsc aktywnych (partycje) zawiera-
jacych warstwe receptorowg. Warstwe receptorowg tworzy wymienione wyzej przeciwciato zimmobili-
zowane na powierzchni ztota wigzaniem kowalencyjnym za posrednictwem linkera w postaci funkcjo-
nalizowanego tiolu, korzystnie cysteaminy. Skonstruowany biosensor stuzy do ilosciowych i selektyw-
nych oznaczeh enzymu PARP-1 w ludzkich ptynach ustrojowych. Jako rodzaj detekcji zastosowano
Powierzchniowy Rezonans Plazmonéw w wersji Obrazowej. Polimeraza poli(ADP-rybozy) jest waznym
celem zardéwno terapii, jak i metod oznaczen iloSciowych, poniewaz nalezy do grupy enzymow, ktére
biorg udziat m.in. w naprawie uszkodzonego DNA. Nie zostat do tej pory skonstruowany biosensor
zdolny do ilosciowych oznaczeh PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym. Skonstruowany biosensor
wychwytuje jedynie oznaczang substancje z proby biologicznej (PARP-1). Aparatura SPRi reaguje na-
tomiast na przyrosty masy na powierzchni biosensora, ktére nastepnie zamieniane sg na sygnat anali-
tyczny prowadzgcy do otrzymania doktadnej zawartosci PARP-1 w badanej prébie. Wynalazek zapew-
nia dobrg precyzje i doktadno$¢ pomiaru, co zapewnia liniowa odpowiedz detektora na zmiany masy na
powierzchni biosensora. Objeto$¢ pojedynczej proby wymagana do analizy jest bardzo mata (tj. okoto
3 ulL), dlatego tez wynalazek wykazuje duzy potencjat do pracy z unikatowym i cennym materiatem
biologicznym. Dzieki zastosowaniu biosensora wedtug wynalazku uzyskuje sie bardzo szybkg analize
badanego materiatu, nie tylko na obecnos¢ ale i na stezenie PARP-1.

SZCZEGOLOWE PRZEDSTAWIENIE WYNALAZKU
KROTKI OPIS FIGUR RYSUNKU

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadzie realizacji na rysunku, na ktérym Fig. 1
przedstawia schemat biosensora, a Fig. 2 pokazuje krzywa kalibracyjng PARP-1 — zmienno$¢ liniowg
sygnatu w zalezno$ci od stezenia PARP-1.

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia sg w catosci niniejszym wigczone,
jako referencje.

SPOSOBY WYKONANIA WYNALAZKU

Ponizsze przyktady umieszczono jedynie w celu zilustrowania wynalazku oraz wyjasnienia po-
szczegolnych jego aspektdw, a nie w celu jego ograniczenia i nie powinny by¢ utozsamiane z catym
jego zakresem, ktory zdefiniowano w zatgczonych zastrzezeniach.

PRZYKLADY

Przykitad 1 Biosensor do ilosciowego oznaczania PARP-1 oraz pomiar stezenia PARP-1

Dla wytworzenia biosensora do ilociowego oznaczania PARP-1, jako receptor wykorzystano my-
sie monoklonalne przeciwciato, specyficzne wzgledem PARP-1 (Abcam, nr ab110915). Wynalazek
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wspotpracuje z urzadzeniem do pomiaréw SPRi (Powierzchniowego Rezonansu Plazmonoéw w wersji
Obrazowej (Imaging)). Biosensor charakteryzuje sie tym, ze sktada sie z ptytki szklanej (1), korzystnie
ze szkla typu BK7, na ktérg napylona jest warstewka tytanu (2) o grubosci 1£0,2 nm, na ktérg nastepnie
napyla sie warstewke ztota (3) o grubosci 50£2 nm. Nastepnie przed immobilizacjg linkera, siatke poli-
meru (4) nadrukowano metodg sitodruku w ten sposéb dzielgc biosensor na partycje czyli miejsca ak-
tywne biosensora (wewnatrz kazdej partycji biosensora). Nastepnie na warstewce ziota (-3) immobili-
zuje sie linkier (5), ktérym jest funkcjonalizowany tiol, korzystnie cysteamina (5), do linkera przytgcza
sie receptor — mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wzgledem PARP-1 (6).

Przyktad 2 Oznaczanie PARP-1 z wykorzystaniem biosensora

W niniejszym przyktadzie biosensor wytworzony zgodnie z Przyktadem 1 zostat wykorzystany
do oznaczania PARP-1 w serii probek osocza krwi pacjentek ze stwierdzong endometriozg oraz w serii
prébek osocza krwi pochodzgcych od grupy kontrolnej (osoby bez endometriozy). Probki te zawieraty
badany analit — PARP-1, ktéry wigzat sie z monoklonalnym przeciwciatem specyficznym wobec PARP-
1. Prébke osocza krwi pacjentek ze stwierdzong endometrioza rozcienczano buforem PBS w stosunku
1:9. Na jedno z aktywnych miejsc biosensora tj. na okreslong partycje nanoszono 3 pL tak uzyskanego
roztworu, dla kazdej proby na inna partycje. Po uptywie 10 minut probka byta 6-krotnie przemywana
buforem HBS- ES oraz wodg. Probki osocza krwi grupy kontrolnej byly rozcienczane buforem PBS
w stosunku 1:1, a dalsze postepowanie byto analogiczne jak opisano powyzej.

Mierzono sygnat SPRi w aparacie do Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw przy dtugosci
Swiatta 632 nm i natezeniu 35 mA pochodzgcego z diody laserowej w zakresie katow 36—38 stopni.
Stezenie PARP-1 odczytano poréwnujgc uzyskany wynik do wczesniej wyznaczonej krzywej kalibracyj-
nej (przedstawionej na Fig. 2) wytworzonej poprzez naniesienie roztworow wzorcowych o znanym ste-
zeniu PARP-1 na poszczegolne partycje biosensora. Przy wyliczeniach uwzgledniano zastosowane roz-
cienczenie. Dla serii probek osocza krwi pacjentow ze stwierdzong endometriozg oraz osocza z krwi
grupy kontrolnej otrzymano nastepujgce wyniki, przedstawione w Tabeli 1.

Tabela 1. Wyznaczenie stezenia PARP-1 przy pomocy biosensora wedtug wynalazku i odczytu SPRi.

Numer prébki Sygnat SPRi Wynik- odczytane st¢zenie PARP-1 (ng/mL)
Probki od pacjentek z endometrioza ($rednia 0,830)
Prébka 1 1986,644 0,198 ng/mL
Prébka 2 2226,984 0,786 ng/mL
Prébka 3 2804,891 2,200 ng/mL
Prébka 4 1946,226 0,099 ng/mL
Prébka 5 2579,735 1,649 ng/mL
Prébka 6 2132,863 0,556 ng/mL
Prébka 7 2277900 0,911 ng/mL
Prébka 8 2342450 1,069 ng/mL
Prébka 9 2454024 1,342 ng/mL
Prébki kontrolne (od pacjentek bez endometriozy) (srednia 0,254)
Prébka 1 2224681 0,156 ng/mL
Prébka 2 2119,371 0,104 ng/mL
Probka 3 2133,779 0,111 ng/mL
Prébka 4 2359,149 0,221 ng/mL
Prébka 5 2535,383 0,308 ng/mL

Probka 6 3186,593 0,626 ng/mL
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Przeprowadzone oznaczenia potwierdzity skutecznos¢ i funkcjonalno$¢ biosensora wediug wy-
nalazku dla ilosciowego oznaczania PARP-1 w badanych prébkach biologicznych, w ktérych spodzie-
wano sie podwyzszenia pozioméw PARP-1 (osoby z endometriozg) i w prébkach kontrolnych, a zatem
potwierdzono jego przydatnos¢ w zastosowaniach diagnostycznych do ilosciowego oznaczania PARP-
1 w ludzkich ptynach ustrojowych.

WYKAZ OZNACZEN

1 — plytka szklana

2 — warstwa tytanu

3 — warstwa ziota

4 — siatka polimerowa tworzgca partycje tj. miejsca aktywne biosensora
5 — linker (np. cysteamina)

6 — monoklonalne mysie przeciwciato specyficzne wobec PARP-1

7 — badany analit — tu biatko PARP-1
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jest warstwa ziota (3) o grubosci 50+2 nm, na ktérg to warstwe natozona jest siatka polime-
rowa (4) dzielgca (5) sensor na partycje, nastepnie natozona jest warstwa linkera (5) w postaci
funkcjonalizowanego tiolu, korzystnie cysteaminy, do ktérego przytagczone jest tworzgc war-
stwe receptora (6) mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wzgledem PARP-1.

. Biosensor wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze ptytka szklana (1) wykonana jest ze szkta —
typu BK7.

Rysunki

FIG. 2
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