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Opis wynalazku 

DZIEDZINA TECHNIKI 

Przedmiotem wynalazku jest biosensor służący do specyficznego i selektywnego oznaczania ilo-

ściowego PARP-1 w płynach ustrojowych z wykorzystaniem techniki Powierzchniowego Rezonansu 

Plazmonów w wersji Imaging, jako sposobu detekcji. 

STAN TECHNIKI 

PARP to rodzina enzymów zdolnych do dołączania rozgałęzionych łańcuchów ADP-rybozy do 

białek. Polimeraza poli(ADP-rybozy) (ang. poly ADP-ribose polymerase, PARP) stanowi cel nowocze-

snych terapii oraz metod oznaczeń diagnostycznych. PARP należy do grupy enzymów zależnych od 

NAD+, które biorą udział przede wszystkim w naprawie uszkodzonego DNA. NAD+ jako ważny 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 elementów ilościowych oznaczeń w przypadku diagnostyki nowotworów takich jak: nowotwór jajnika, 

piersi oraz jamy ustnej. Swój udział ma także przy chorobach niedokrwiennych, cukrzycy i chorobach 

neurodegeneracyjnych (Dal Piaz F., et al., Biochim. Biophys. Acta., 2015: 1850(9), 1806–1814). 

Białko PARP-1 obecne jest głównie w jądrze komórkowym, niewielkie jego ilości znajdują się także  

w cytoplazmie. PARP-1 bierze udział w procesach metabolicznych komórek, reguluje transkrypcję, kontro-

luje szlaki sygnałowe w komórkach. Odpowiedzialny jest również za ich apoptozę. Do najważniejszych za-

dań enzymu PARP-1 należy jednak rozpoznanie uszkodzeń DNA i ich naprawa. Może ona odbywać się na 

dwa różne sposoby. Pierwszy z nich to wycinanie odpowiednich zasad, drugi natomiast zakłada naprawy  

w obrębie pęknięć pojedynczej nici DNA (Papeo G., et al., J. Biomol. Screen., 2014: 19(8), 1212–1219). Gdy 

na skutek stresu genotoksycznego, bądź oksydacyjnego dochodzi do uszkodzeń materiału genetycznego, 

wzrasta aktywność PARP-1. Zwiększa się ilość polimerów poli(ADP-rybozy) w jądrze komórkowym, które  

w następstwie zaczynają przedostawać się również do cytoplazmy. W następstwie zostaje uruchomiony od-

powiedni szlak sygnałowy, który indukuje odpowiedź na uszkodzenie materiału genetycznego i jego naprawę 

(Wiśnik E., et al., Post. Hig. Med. Dośw., 2016: 70, 280–294). 

Dotychczas do oznaczeń ilościowych PARP-1 wykorzystano metody takie jak: QCM (Yang H., et 

al., Anal. Chem., 2019: 91(17), 11038–11044), fluorescencję z chemiluminescencją – „dual mode” (Xu 

E., et al., Sensor. Actuat. B-Chem., 2020). Wykorzystując SPR badano inhibitory PARP-1 pochodzenia 

roślinnego (Dal Piaz F., et al., Biochim. Biophys. Acta., 2015: 1850(9), 1806–1814), za pomocą SDS-

PAGE-MS badano obecność białek z rodziny PARP w plemnikach (Jha R., et al., Fertil. Steril., 2009: 

91(3), 782–790), metoda WB posłużyła do identyfikacji białek PARP w próbkach ejakulatu (Jha R., et 

al., Fertil. Steril., 2009: 91(3), 782–790), natomiast metoda ELISA służyła do badań rodzaju inhibicji 

PARP-1 (Moonen H. et al., Biochem. Bioph. Res. Co., 2005: 338(4), 1805–1810). 

Technika rezonansu powierzchniowego plazmonów tj. SPRi (ang. Surface Plasmon Resonance 

Imaging) jest niezwykle skutecznym narzędziem do oznaczania biologicznie aktywnych związków, zo-

stała 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 są biosensory SPRi umożliwiające oznaczanie stężeń substancji bioak-

tywnych. Takie biosensory ujawniają przykładowe opisy JP2009133844A, US6239255, PL223400B1, 

PL210052B1, PL222548B1, czy też PL439848A1. 

Nie skonstruowano dotąd biosensora, który umożliwiałby prowadzenie ilościowych oznaczeń 

PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym i cechował się przy tym wysoką specyficznością oraz czuło-

ścią, a także odpowiednio dużą przepustowością, która umożliwiłaby zbadanie w krótkim czasie jak 

największej ilości prób. 

UJAWNIENIE WYNALAZKU 

W świetle opisanego stanu techniki celem niniejszego wynalazku jest zatem dostarczenie narzę-

dzia umożliwiającego z wysoką specyficznością oraz czułością i odpowiednio dużą przepustowością 

badanie w krótkim czasie jak największej ilości prób dla ilościowych oznaczeń PARP-1, w ludzkich pły-

nach ustrojowych, w postaci biosensora dla PARP-1 do prowadzenia czułej i specyficznej metody jego 

oznaczania z wykorzystaniem oznaczania za pomocą SPRi. 

Cel ten został osiągnięty poprzez dostarczenie immuno-biosensora specyficznego dla enzymu 

PARP-1, który specyficzne ilościowo wykrywa obecność PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym  
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i współpracuje z Powierzchniowym Rezonansem Plazmonów w wersji obrazowej (SPRi) stanowiącym 

dla niego sposób detekcji. 

Wynalazek dotyczy biosensora do oznaczania białka polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1) 

techniką Powierzchniowego Rezonansu Plazmonów w wersji Obrazowej (SPRi), który stanowi płytka 

szklana z nałożoną na nią warstwą tytanu o grubości 1±0,2 nm, na którą nałożona jest warstwa złota  

o grubości 50±2 nm, na którą to warstwę nałożona jest siatka polimerowa dzieląca sensor na partycje, 

następnie nałożona jest warstwa linkera w postaci funkcjonalizowanego tiolu, korzystnie cysteaminy, do 

którego następnie przyłączone jest mysie monoklonalne przeciwciało specyficzne względem PARP-1 

tworząc warstwę receptora. W korzystnym biosensorze do oznaczania białka PARP-1 płytka szklana 

(1) wykonana jest ze szkła – typu BK7. 

Wynalazek dotyczy zatem nowego biosensora SPRi do ilościowych oznaczeń PARP-1 w ludzkich 

płynach ustrojowych. 

Biosensor wychwytuje wyłącznie oznaczaną substancję z roztworu, a aparatura SPRi reaguje na 

przyrost masy na powierzchni biosensora i przekształca go w sygnał analityczny. Rozwiązanie takie 

charakteryzuje prostota zarówno wykonania biosensora, jak i przeprowadzenia procesu pomiarowego. 

Dlatego rozwiązanie to może konkurować z obecnie stosowanymi metodami ilościowych oznaczeń sub-

stancji biologicznie aktywnych. Dotychczas jednak nie opracowano biosensora SPRi na oznaczanie 

PARP-1. Biosensor według wynalazku przeznaczony jest do specyficznego i ilościowego oznaczania 

PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym takim jak osocze, surowica krwi, lub homogenatach tkanko-

wych i dostosowany jest do współpracy/odczytu techniką SPRi – powierzchniowego rezonansu plazmo-

nów w wersji obrazowej. Opracowany biosensor wykorzystuje monoklonalne mysie przeciwciało specy-

ficzne względem PARP-1 jako receptor i spełnia warunki analityczne pod względem zakresu pomiaro-

wego, specyficzności, precyzji i dokładności pomiaru. Biosensor według wynalazku zawiera płytkę 

szklaną pokrytą warstwą złota oraz siatkę polimeru tworzącą pęk miejsc aktywnych (partycje) zawiera-

jących warstwę receptorową. Warstwę receptorową tworzy wymienione wyżej przeciwciało zimmobili-

zowane na powierzchni złota wiązaniem kowalencyjnym za pośrednictwem linkera w postaci funkcjo-

nalizowanego tiolu, korzystnie cysteaminy. Skonstruowany biosensor służy do ilościowych i selektyw-

nych oznaczeń enzymu PARP-1 w ludzkich płynach ustrojowych. Jako rodzaj detekcji zastosowano 

Powierzchniowy Rezonans Plazmonów w wersji Obrazowej. Polimeraza poli(ADP-rybozy) jest ważnym 

celem zarówno terapii, jak i metod oznaczeń ilościowych, ponieważ należy do grupy enzymów, które 

biorą udział m.in. w naprawie uszkodzonego DNA. Nie został do tej pory skonstruowany biosensor 

zdolny do ilościowych oznaczeń PARP-1 w ludzkim materiale biologicznym. Skonstruowany biosensor 

wychwytuje jedynie oznaczaną substancję z próby biologicznej (PARP-1). Aparatura SPRi reaguje na-

tomiast na przyrosty masy na powierzchni biosensora, które następnie zamieniane są na sygnał anali-

tyczny prowadzący do otrzymania dokładnej zawartości PARP-1 w badanej próbie. Wynalazek zapew-

nia dobrą precyzję i dokładność pomiaru, co zapewnia liniowa odpowiedź detektora na zmiany masy na 

powierzchni biosensora. Objętość pojedynczej próby wymagana do analizy jest bardzo mała (tj. około 

3 L), dlatego też wynalazek wykazuje duży potencjał do pracy z unikatowym i cennym materiałem 

biologicznym. Dzięki zastosowaniu biosensora według wynalazku uzyskuje się bardzo szybką analizę 

badanego materiału, nie tylko na obecność ale i na stężenie PARP-1. 

SZCZEGÓŁOWE PRZEDSTAWIENIE WYNALAZKU  

KRÓTKI OPIS FIGUR RYSUNKU 

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przykładzie realizacji na rysunku, na którym Fig. 1 

przedstawia schemat biosensora, a Fig. 2 pokazuje krzywą kalibracyjną PARP-1 – zmienność liniową 

sygnału w zależności od stężenia PARP-1. 

Cytowane w opisie publikacje oraz podane w nich odniesienia są w całości niniejszym włączone, 

jako referencje. 

SPOSOBY WYKONANIA WYNALAZKU 

Poniższe przykłady umieszczono jedynie w celu zilustrowania wynalazku oraz wyjaśnienia po-

szczególnych jego aspektów, a nie w celu jego ograniczenia i nie powinny być utożsamiane z całym 

jego zakresem, który zdefiniowano w załączonych zastrzeżeniach. 

PRZYKŁADY 

Przykład 1  Biosensor do ilościowego oznaczania PARP-1 oraz pomiar stężenia PARP-1 

Dla wytworzenia biosensora do ilościowego oznaczania PARP-1, jako receptor wykorzystano my-

sie monoklonalne przeciwciało, specyficzne względem PARP-1 (Abcam, nr ab110915). Wynalazek 
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współpracuje z urządzeniem do pomiarów SPRi (Powierzchniowego Rezonansu Plazmonów w wersji 

Obrazowej (Imaging)). Biosensor charakteryzuje się tym, że składa się z płytki szklanej (1), korzystnie 

ze szkła typu BK7, na którą napylona jest warstewka tytanu (2) o grubości 1±0,2 nm, na którą następnie 

napyla się warstewkę złota (3) o grubości 50±2 nm. Następnie przed immobilizacją linkera, siatkę poli-

meru (4) nadrukowano metodą sitodruku w ten sposób dzieląc biosensor na partycje czyli miejsca ak-

tywne biosensora (wewnątrz każdej partycji biosensora). Następnie na warstewce złota (-3) immobiIi-

zuje się linkier (5), którym jest funkcjonalizowany tiol, korzystnie cysteamina (5), do linkera przyłącza 

się receptor – mysie monoklonalne przeciwciało specyficzne względem PARP-1 (6). 

Przykład 2  Oznaczanie PARP-1 z wykorzystaniem biosensora 

W niniejszym przykładzie biosensor wytworzony zgodnie z Przykładem 1 został wykorzystany 

do oznaczania PARP-1 w serii próbek osocza krwi pacjentek ze stwierdzoną endometriozą oraz w serii 

próbek osocza krwi pochodzących od grupy kontrolnej (osoby bez endometriozy). Próbki te zawierały 

badany analit – PARP-1, który wiązał się z monoklonalnym przeciwciałem specyficznym wobec PARP-

1. Próbkę osocza krwi pacjentek ze stwierdzoną endometriozą rozcieńczano buforem PBS w stosunku 

1:9. Na jedno z aktywnych miejsc biosensora tj. na określoną partycję nanoszono 3 L tak uzyskanego 

roztworu, dla każdej próby na inna partycję. Po upływie 10 minut próbka była 6-krotnie przemywana 

buforem HBS- ES oraz wodą. Próbki osocza krwi grupy kontrolnej były rozcieńczane buforem PBS  

w stosunku 1:1, a dalsze postępowanie było analogiczne jak opisano powyżej. 

Mierzono sygnał SPRi w aparacie do Powierzchniowego Rezonansu Plazmonów przy długości 

światła 632 nm i natężeniu 35 mA pochodzącego z diody laserowej w zakresie kątów 36–38 stopni. 

Stężenie PARP-1 odczytano porównując uzyskany wynik do wcześniej wyznaczonej krzywej kalibracyj-

nej (przedstawionej na Fig. 2) wytworzonej poprzez naniesienie roztworów wzorcowych o znanym stę-

żeniu PARP-1 na poszczególne partycje biosensora. Przy wyliczeniach uwzględniano zastosowane roz-

cieńczenie. Dla serii próbek osocza krwi pacjentów ze stwierdzoną endometriozą oraz osocza z krwi 

grupy kontrolnej otrzymano następujące wyniki, przedstawione w Tabeli 1. 

Tabela 1.  Wyznaczenie stężenia PARP-1 przy pomocy biosensora według wynalazku i odczytu SPRi. 

 



 PL 244489 B1 5 

Przeprowadzone oznaczenia potwierdziły skuteczność i funkcjonalność biosensora według wy-

nalazku dla ilościowego oznaczania PARP-1 w badanych próbkach biologicznych, w których spodzie-

wano się podwyższenia poziomów PARP-1 (osoby z endometriozą) i w próbkach kontrolnych, a zatem 

potwierdzono jego przydatność w zastosowaniach diagnostycznych do ilościowego oznaczania PARP-

1 w ludzkich płynach ustrojowych. 

WYKAZ OZNACZEŃ 

1 – płytka szklana 

2 – warstwa tytanu 

3 – warstwa złota 

4 – siatka polimerowa tworząca partycje tj. miejsca aktywne biosensora 

5 – linker (np. cysteamina) 

6 – monoklonalne mysie przeciwciało specyficzne wobec PARP-1 

7 – badany analit – tu białko PARP-1 
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1. Biosensor do oznaczania białka polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP-1) techniką Powierzch-

niowego Rezonansu Plazmonów w wersji Obrazowej (SPRi), znamienny tym, że stanowi go 

płytka szklana (1) z nałożoną na nią warstwą tytanu (2) o grubości 1±0,2 nm, na którą nałożona 

https://doi.org/10.1016/J.BBRC.2005.10.159
https://doi.org/10.1016/J.BBRC.2005.10.159
https://doi.org/10.1177/1087057114538319
https://doi.org/10.1016/J-AB.2014.09.021
https://doi.org/10.1016/j.ab.2016.10.002
https://doi.org/10.1016/j-jpba.2017.ll.070
https://doi.org/10.1039/c6ay01856d
https://doi.org/10.1039/c7ay00786h
https://doi.org/10.5604/17322693.1199303
https://doi.org/10.1016/J-SNB.2020.129288
https://doi.org/10.1021/ACS.ANALCHEM.9B01366


 PL 244489 B1 7 

jest warstwa złota (3) o grubości 50±2 nm, na którą to warstwę nałożona jest siatka polime-

rowa (4) dzieląca (5) sensor na partycje, następnie nałożona jest warstwa linkera (5) w postaci 

funkcjonalizowanego tiolu, korzystnie cysteaminy, do którego przyłączone jest tworząc war-

stwę receptora (6) mysie monoklonalne przeciwciało specyficzne względem PARP-1. 

2. Biosensor według zastrz. 1, znamienny tym, że płytka szklana (1) wykonana jest ze szkła – 

typu BK7. 

 

 

Rysunki 
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