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ROZPOZNAWANIE ROZNICOWE CHOROB UKLADU ODDECHOWEGO | SERCOWO-NACZYNIOWEGO

DZIEDZINA TECHNIKI

Niniejszy wynalazek dotyczy metod okreslania prawdopodobienstwa obecnosci choroby
uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) lub choroby uktadu oddechowego (PD) u danego osobnika przy
uzyciu ST2 (zwanego réwniez receptorem typu 1 interleukiny 1 [IL1IRL1]) i biomarkera diagnostycznego,
np. peptydu natriuretycznego, np. mdézgowego peptydu natriuretycznego (BNP).

TtO

Takie nieswoiste objawy, jak dusznos¢ i bél w klatce piersiowej, stanowig czesty problem w
warunkach podstawowej opieki ambulatoryjnej. Ustalenie rozpoznania moze by¢ trudne, poniewaz w
rozpoznaniu réoznicowym mozna uwzgledni¢ wiele kategorii diagnostycznych, w tym choroby uktadu
sercowo-naczyniowego i uktadu oddechowego. Zaburzenia podstawowe lezgce u podtoza choroby
moga byc¢ stosunkowo tagodne (np. hiperwentylacja) lub powazniejsze, a nawet grozne dla zycia (np.
zator ptucny albo niewydolnos$¢ serca). Takie przypadki najlepiej jest kierowaé¢ do oddziatu pomocy
doraznej. Przeprowadzona w pore ocena, trafne rozpoznanie i rozpoczecie wtasciwego leczenia majg
zasadnicze znaczenie dla optymalizacji terapii i powrotu pacjenta do zdrowia.

Weinbergiin. (2003) opisujg badanie, w ktérym sprawdzano hipoteze zaktadajgcg, ze stezenie
rozpuszczalnego biomarkera ST2 w surowicy krwi pacjentéw z ciezkg przewlektg niewydolnoscig serca
jest podwyziszone u oséb z aktywacjg neurohormonalng. Wyniki badania wskazujg na to, ze
rozpuszczalny ST2 w surowicy krwi jest nowym biomarkerem aktywacji neurohormonalnej u
pacjentéw z niewydolnoscig serca, a dodatkowo, ze u pacjentéw z ciezkg przewlekta niewydolnoscia
serca stopnia llI-1V wg klasyfikacji NYHA zmiana stezenia ST2 stanowi niezalezny czynnik prognostyczny
zgonu lub przeszczepu w pdzniejszym czasie.

Shimpo i in. (2004) opisujg badanie, w ktdrym sprawdzano hipoteze zaktadajacg, ze stezenie
ST2 w surowicy krwi wigze sie z ryzykiem zgonu lub niewydolnosci serca u pacjentéw z zawatem
miesnia sercowego z uniesieniem odcinka ST (STEMI). Wyniki tego badania wskazujg na to, ze stezenie
ST2 w surowicy krwi prognozuje ryzyko zgonu i niewydolnosci serca u pacjentéw z ostrym zawatem
miesnia sercowego.

Patent US 2004/0121343 opisuje metody i kompozycje umozliwiajgce ustalenie obecnosci lub
braku jednej, a najlepiej wielu choréb, w tym zatorowosci ptucnej i niewydolnosci serca, ktérym
towarzyszy jeden lub wieksza ilo$¢ podobnych objawdéw, w tym miedzy innymi dusznosé.

PODSUMOWANIE

Niniejszy wynalazek dotyczy metody diagnostyki réznicowej in vitro choréb uktadu sercowo-
naczyniowego (CVD) i choréb uktadu oddechowego (PD) u osobnika z bolem w klatce piersiowej lub
dusznoscig; metoda ta polega na:

oznaczeniu stezenia rozpuszczalnego ST2 (receptora typu 1 interleukiny 1 [ILARL1]) w prdbce
pobranej od danego osobnika;

oznaczeniu stezenia mozgowego peptydu natriuretycznego (BNP) w prébce; oraz

poréwnaniu stezenia rozpuszczalnego ST2 z referencyjnym stezeniem ST2 u osobnika bez CVD
i PD, u ktérego prawdopodobienstwo wystgpienia PD lub CVD jest wysokie lub u osobnika z
CVD i/lub PD;
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poréwnaniu stezenia BNP w probce ze niskim progiem stezenia BNP wynoszgcym 100 pg/ml i
z wysokim progiem stezenia BNP wynoszgcym 500 pg/ml; oraz

rozpoznaniu CVD u osobnika z bdlem w klatce piersiowe]j lub dusznoscia, u ktérego stezenie
rozpuszczalnego ST2 jest nizsze od wartosci referencyjnej, a stezenie BNP wynosi co najmniej
100 pg/ml;

rozpoznaniu PD u osobnika z bélem w klatce piersiowej lub dusznoscig, u ktérego stezenie
rozpuszczalnego ST2 jest co najmniej rGwne wartosci referencyjnej, a stezenie BNP wynosi
najwyzej 500 pg/ml; lub

rozpoznaniu CVD u osobnika z bdlem w klatce piersiowe] lub dusznoscig, u ktérego stezenie
rozpuszczalnego ST2 jest co najmniej rOwne wartosci referencyjnej, a stezenie BNP przekracza
500 pg/ml;

przy czym probka jest probka krwi, surowicy lub osocza.

Opisano tu réwniez dodatkowo pobieranie préobki biologicznej od osobnika; oznaczanie w
takiej prébce stezenia pierwszego biomarkera wybranego z grupy ztozonej z ST2 i/lub IL-33; oznaczenie
w tej probce stezenia drugiego biomarkera choroby ukfadu sercowo-naczyniowego (CVD); i
poréwnanie stezen pierwszego i drugiego biomarkera w prébce ze stezeniami referencyjnymi. Stezenie
biomarkerow w prébce w poréwnaniu ze stezeniem referencyjnym koreluje (tj. koreluje statystycznie)
z prawdopodobienstwem rozpoznania choroby ukfadu oddechowego Iub uktadu sercowo-
naczyniowego u danego osobnika. W niektérych aspektach u osobnika wystepuje objaw nieswoisty,
np. dusznos¢ lub bél w klatce piersiowej, sugerujgcy rozpoznanie choroby uktadu oddechowego lub
CVD, a stezenie biomarkera wskazuje, ktdra z tych dwdch choréb wystepuje u danego osobnika (o ile

wystepuje).

Biomarker CVD jest biomarkerem diagnostycznym dla schorzen sercowo-naczyniowych.
Biomarkerem CVD moze by¢ peptyd natriuretyczny (NPO, np. moézgowy peptyd natriuretyczny (BNP),
prohormon BNP (proBNP), N-koricowy proBNP (NT-proBNP), przedsionkowy peptyd natriuretyczny
(ANP), proANP lub NT-proANP. W jednym aspekcie biomarkerem CVD jest BNP.

Prébka biologiczna moze by¢ probka krwi, surowicy, osocza, moczu lub tkanki. W jednym
aspekcie probka jest prébka surowicy krwi.

W pewnych aspektach opisanych tu metod stezenie referencyjne odpowiada stezeniu u
osobnika, ktéry nie choruje na CVD ani PD. W pewnych aspektach stezenie referencyjne odpowiada
stezeniu u osobnika, ktdry choruje na CVD. W pewnych aspektach stezenie referencyjne odpowiada
stezeniu u osobnika, ktéry choruje na PD lub jednoczesnie na PD i CVD.

Oznaczenie stezenia biomarkera w prébce moze obejmowaé kontakt kompozycji wigzacej z
probka, gdzie kompozycja wigzaca swoiscie wigze sie z biomarkerem, oraz zmierzenie lub oznaczenie
zakresu swoistego wigzania kompozycji wigzacej z prébka. Do odpowiednich kompozycji wigzacych
zalicza sie przeciwciata wigzgce sie swoiscie z biomarkerami w postaci sond polipeptydowych i
oligopeptydowych wigzgcymi sie swoiscie z polinukleotydem kodujgcym biomarker.

W niektdorych aspektach u osobnika wystepuje duszno$¢, a choroba uktadu sercowo-
naczyniowego rozpoznana opisang tu metody to zastoinowa niewydolno$¢ serca, choroba
niedokrwienna serca, niemiarowos$¢ serca (arytmia), zapalenie osierdzia, ostry zawat miesnia
sercowego lub niedokrwistosc.
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W niektérych aspektach u osobnika wystepuje dusznos¢, a choroba uktadu oddechowego
rozpoznana opisanymi tu metodamito przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP), astma, zapalenie
ptuc, odma optucnowa, zatorowos¢ ptucna, wysiek w optucnej, zmiana przerzutowa, obrzek ptuc,
choroba refluksowa zotadka i przetyku z aspiracjg tresci zotgdkowej lub restrykcyjna choroba ptuc.

W niektdrych aspektach opisane tutaj metody obejmujg réwniez oznaczanie w prdbce stezenia
jednego lub wiekszej liczby innych dodatkowych biomarkerdw, np. biomarkeréw wybranych z grupy
sktadajacej sie z troponiny, mioglobiny, izoenzymu MB kinazy kreatynowej (CK-MB), albuminy
modyfikowanej niedokrwieniem (IMA), interleukiny-6 (IL-6), biatka C-reaktywnego (CRP), kreatyniny,
D-dimerow, azotu mocznikowego (BUN), enzymow watrobowych, albuminy i endotoksyny bakteryjnej.

Opisujemy tu takze zestawy przeznaczone do diagnostyki choréb uktadu oddechowego. W
sktad zestawdéw wchodzi jedno lub wieksza liczba oddzielnych przeciwciat, z ktdrych kazde wigze sie
swoiscie z biomarkerem wykorzystywanym w opisanych tu metodach i/lub sonda oligonukleotydowa
wigzgca sie swoiscie z kwasem nukleinowym kodujgcym rzeczone biomarkery oraz instrukcje uzycia w
opisanej tu metodzie.

Opisano tu réwniez zestawy przeznaczone do okre$lania prawdopodobienstwa obecnosci
choroby uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) lub choroby uktadu oddechowego (PD). W sktad
zestawoéw wchodza: (i) jedna lub wieksza liczba kompozycji wigzgcych, ktére swoiscie wigzg sie z IL-33
oraz kompozycja wigzaca, ktdra swoiscie wigze sie z ST2, (ii) kompozycja wigzaca, ktéra wigze sie z
biomarkerem dla CVD, a takze (iii) instrukcja uzycia w opisanej tu metodzie okreslajacej
prawdopodobienstwo obecnosci CVD lub PD u danego osobnika. IL-33 i/lub ST2 oraz biomarker dla
CVD mogg zawierac polipeptydy, a kompozycja wigzgca obejmuje przeciwciato lub jego fragment
wigzacy antygen, ktéry wigze sie swoiscie z kazdym z tych polipeptydéw. W niektérych aspektach
IL-33 i/lub ST2 oraz biomarker dla CVD mogg zawiera¢ kwas nukleinowy lub sonde kwasu
nukleinowego, ktdry wiaze sie swoiscie z kazdym z tych kwasédw nukleinowych.

Stosowane tu okreslenie ,choroba uktadu sercowo-naczyniowego” odnosi sie do zaburzen
serca i naczyn krwionosnych i obejmuje zaburzenia tetnic, zyt, tetniczek, zytek oraz naczyn
wtosowatych. Choroby uktadu sercowo-naczyniowego rozpoznawane opisang tu metodg moga
obejmowaé niewydolnos¢ serca, chorobe niedokrwienng serca, niemiarowos¢ serca (arytmia),
zapalenie osierdzia oraz ostry zawat miesnia sercowego.

Stosowane tu okreslenie ,choroba ukfadu oddechowego” odnosi sie do zaburzen ptuc.
Choroby uktadu oddechowego rozpoznawane opisanymi tu metodami mogg obejmowac przewlekta
obturacyjng chorobe ptuc (POChP), astme, zapalenie ptuc, odme optucnowg, zatorowos¢ ptucna,
wysiek w optucnej, zmiane przerzutowa, obrzek ptuc, chorobe refluksowg zotgdka i przetyku z aspiracja
tresci zotgdkowej i/lub restrykcyjng chorobe ptuc.

Stosowane tu okreslenie ,,wzrost ekspresji” odnosi sie do zwiekszenia poziomu ekspresji genu
i/lub kodowanego przez niego polipeptydu. ,,Zwiekszenie poziomu ekspresji” oznacza zwiekszenie (to
znaczy do wykrywalnego poziomu) replikacji, transkrypcji i/lub translacji genu, np. ST2, gdyz wzrost
ekspresji ktoregokolwiek z tych proceséw powoduje podwyiszenie stezenia/ilosci polipeptydu
kodowanego przez dany gen. Natomiast stosowane tu okreslenie ,zahamowanie ekspresji” lub
»Zmniejszenie poziomu ekspresji” odnosi sie do ograniczenia replikacji, transkrypcji i/lub translacji
genu i/lub kodowanego przez niego polipeptydu. Wzrost lub zahamowanie ekspresji genu mozna
okresli¢ w sposéb bezposredni wykrywajac odpowiednio zmniejszenie lub zwiekszenie poziomu mRNA
dla danego genu albo poziomu ekspresji polipeptydu kodowanego przez ten gen wykorzystujac
dowolne odpowiednie metody znane w danej dziedzinie, takie jak (odpowiednio) hybrydyzacja kwasu
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nukleinowego lub metody wykrywania przeciwciat, i poréwnujac z kontrolg. Stosowane tu okreslenie
»ekspresja” odnosi sie do ekspresji kwasu nukleinowego i/lub polipeptydu.

Stosowane tu okreslenie ,,0sobnik” oznacza ssaka, np. cztowieka lub inny gatunek ssakéw. Na
0g6t do zastosowania w diagnostyce u ludzi korzystne sg ludzkie kwasy nukleinowe i polipeptydy albo
czasteczki kwasu nukleinowego lub polipeptydy syntetyzowane lub wytwarzane w oparciu o
odpowiednig sekwencje ludzkiego kwasu nukleinowego lub polipeptydu.

Stosowane tu okre$lenie ,probka” dotyczy prébki krwi i/lub surowicy, i/lub osocza, i/lub
moczu, i/lub tkanki. W niektérych aspektach probka jest probka surowicy lub krwi.

O ile nie okreslono inaczej, wszystkie stosowane tu terminy techniczne i naukowe maja takie
samo znaczenie, jak terminy powszechnie znane przez przecietnego specjaliste w dziedzinie, do ktérej
nalezy to ujawnienie. Opisano tu metody i materialty przeznaczone do stosowania w niniejszym
odkryciu; mogg by¢ réwniez uzyte odpowiednie znane w danej dziedzinie metody i materiaty.
Materiaty, metody i przyktady stuzg jedynie do celdéw demonstracyjnych i nie majg by¢ ograniczajgce.
W przypadkach spornych niniejsza charakterystyka wtacznie z podanymi w niej definicjami jest
rozstrzygajaca.

Inne cechy i zalety wynalazku bedg wynikaty z podanego nizej szczegétowego opisu, figur i
zastrzezen.

OPIS RYSUNKOW

FIG. 1 przedstawia tabele ilustrujgcg wptyw przebiegu POChP na stezenie ST2 u osobnikéw z ostrg
niewydolnoscig serca lub bez ostrej niewydolnosci serca.

FIG. 2 przedstawia wykres pudetkowy ilustrujgcy stezenia ST2 u osobnikéw z POChP/astmg i/lub
niewydolnoscig serca.

OPIS SZCZEGOLOWY

Ustalenie doktadnego rozpoznania u osobnika zgtaszajgcego sie z nieswoistymi objawami moze
by¢ trudne, gdyz etiologia tych objawéw moze by¢ bardzo rézna. Na przyktad, osoba z dusznoscia
(zadyszka, problemy z oddychaniem) moze cierpie¢ na chorobe uktadu oddechowego lub chorobe
uktadu sercowo-naczyniowego, albo na obie te choroby jednoczesnie.

Metodyka ogdlna

Na ogot, opisane tu metody dotyczg oceny stezenia pierwszego biomarkera (ST2 i/lub IL-33)
oraz drugiego biomarkera dla CVD (np. peptydu natriuretycznego (NP)) w prébce biologicznej (np. krwi,
surowicy, osocza, moczu lub tkanki) pobranej od danego osobnika, np. ssaka, np. cztowieka. Jak
opisano w niniejszym dokumencie, stezenie to moze zawierac informacje o wartosci diagnostycznej,
np. moze wskazywaé, czy u danego osobnika wystepuje choroba uktadu oddechowego (PD, czy
choroba ukfadu sercowo-naczyniowego (CVD). W niektérych aspektach drugim biomarkerem jest
mozgowy peptyd natriuretyczny (BNP).

W jednym przyktadzie rozpoznanie CVD lub PD mozna ustali¢ kierujgc sie informacjami
podanymi w Tabeli 1.
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Tabela 1: Rozpoznanie of CVD lub PD

Niskie stezenie ST2 Wysokie stezenie ST2

(np. < 0.20 ng/ml w surowicy krwi) (np. 2 0.20 ng/ml w surowicy krwi)

Niskie stezenie BNP

mate prawdopodobienstwo CVD lub PD rawdopodobnie PD
(< 100 pg/ml) P P P P
Umiarkowane stezenie BNP . .
przypuszczalnie CVD przypuszczalnie PD
(100-500 pg/ml)
Wysokie stezenie BNP
v ¢ prawdopodobnie CVD wysoce prawdopodobnie CVD

(< 500 pg/ml)

Zatem u osobnika, u ktérego zaréwno stezenie biomarkera CVD (np. BNP), jak i stezenie ST2
jest niskie, prawdopodobienstwo obecnosci CVD lub PD jest niewielkie. Niskie stezenie biomarkera
CVD i wysokie stezenie ST2 wskazuje na wieksze prawdopodobienstwo PD niz CVD.

U osobnikéw, u ktérych stezenie BNP jest umiarkowane, niskie stezenie ST2 wskazuje na
przypuszczalne wystepowanie CVD (z wiekszym prawdopodobienstwem niz PD), natomiast wysokie
stezenie ST2 wskazuje na przypuszczalne wystepowanie PD (z wiekszym prawdopodobienstwem niz
CvD).

U osobnikdow, u ktérych stezenie biomarkera CVD jest wysokie, niskie stezenie ST2 wskazuje
na prawdopodobne wystepowanie CVD (z wiekszym prawdopodobieristwem niz PD), a wysokie
stezenie ST2 wskazuje na wysoce prawdopodobne wystepowanie CVD (z wiekszym
prawdopodobieristwem niz PD).

Wykorzystujagc opisane tu metody mozna ustali¢ lub wykluczyé rozpoznanie u danego
osobnika, dzieki czemu lekarz moze odpowiednio ukierunkowaé diagnostyke, a zatem takze leczenie.
Chociaz wystepowanie jednoczesnie u jednego osobnika choréb o obydwu etiologiach jest mozliwe, w
danym okresie (a zwtaszcza w sytuacjach nagtych wymagajgcych natychmiastowe] interwencji, takich
jak dusznos$¢) prawdopodobnie choroba o jednej etiologii bedzie ,,dominujgca”, a zatem bedzie
stanowic podstawowy cel leczenia.

Stezenia biomarkerow mozna oznaczy¢ jednorazowo, np. w momencie zgtoszenia sie do
lekarza. W niektérych aspektach stezenia biomarkerdw oznacza sie przynajmniejrazpo 1, 2,3,4,5, 6,
7, 8,12, 18 i/lub 24 godzinach, i/lub 1-7 dniach (lub pdZniej) po wystgpieniu objawdw.

W przypadku, gdy stezenie biomarkeréw oznaczane jest wiecej niz raz, mozna wykorzystac
stezenie najwyzsze lub przecietne albo okresli¢ i wykorzysta¢ zmiane stezenia. Stezenia biomarkeréw
mozna réwniez oznacza¢ wielokrotnie, aby oceni¢ odpowiedZ osobnika na leczenie. Przyktadowo,
stezenie np. IL-33 i/lub ST2 oznaczane po podaniu lekdw, np. co najmniej jednej dawki lub jednego
kursu leczenia, mozna poréwnac ze stezeniem oznaczonym przed rozpoczeciem leczenia, np.
stezeniem wyjsciowym. Zmiana stezenia moze wskazywac, czy leczenie okazato sie skuteczne; np.
obnizenie stezenia mogtoby wskazywac na skutecznos¢ leczenia.

Ocena stezenia biomarkera u danego osobnika zazwyczaj obejmuje pobranie od niego prébki
biologicznej, np. surowicy lub krwi. Stezenia biomarkeréw w prébce mozna oznaczy¢ mierzac poziom
polipeptydéw biomarkera w prébce metodami znanymi w danej dziedzinie i/lub opisanymi w tym
dokumencie, np. metodg immunoenzymatyczng, takg jak test immunoenzymosorbcyjny (ELISA).
Ewentualnie, mozna zmierzy¢ poziom mRNA kodujgcego biomarkery, takze metodami znanymi w
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danej dziedzinie i/lub opisanymi w tym dokumencie, np. za pomoca testu ilosciowego PCR lub metodg
hybrydyzacji Northern blotting.

Przyktadowo, opisana tu metoda, np. diagnostyki réznicowej choréb uktadu oddechowego,
moze obejmowac kontakt prébki pobranej od osobnika, np. krwi, surowicy, osocza, moczu lub tkanki,
z kompozycjg wigzaca (np. przeciwciatem lub sondg oligonukleotydowg), ktéra wigze sie swoiscie z
polipeptydem lub kwasem nukleinowym tych biomarkerdw w sposéb opisany w niniejszym
dokumencie. Wspomniane metody mogg réwniez obejmowac kontakt prébki pobranej od osobnika
kontrolnego, osobnika zdrowego albo prébki prawidtowej tkanki lub ptynu ustrojowego pobranej od
osobnika badanego z kompozycjg wigzacg, np. w celu uzyskania materiatu referencyjnego lub
kontrolnego. Ponadto, metoda moze dodatkowo obejmowaé poréwnanie poziomu swoistego wigzania
danej kompozycji z prébkg osobnika badanego i poziomu swoistego wigzania danej kompozycji z
probka osobnika zdrowego, osobnika kontrolnego albo prébka prawidtowej tkanki lub ptynu
ustrojowego pobrang od osobnika badanego. Mozina takze poréwnac ekspresje lub aktywnosé
biomarkerow w prébce badanej lub u badanego osobnika i w prébce kontrolnej lub u osobnika
kontrolnego. Do prébek kontrolnych mozna zaliczy¢ np. prébki pobrane od osobnikow bez danej
choroby albo od osobnikéw z potwierdzonym schorzeniem, np. chorobg uktadu oddechowego lub
uktadu sercowo-naczyniowego. Poziom ekspresji lub aktywnosci u osobnika kontrolnego lub w prébce
kontrolnej mozna przedstawi¢ jako wartos¢ ustalong z goéry, np. okreslong w grupie osobnikéw
kontrolnych odpowiedniej pod wzgledem statystycznym.

Przeciwciato, ktére ,, wigze sie swoiscie” z antygenem, wigze sie preferencyjnie z konkretnym
antygenem w prdbce zawierajgcej inne biatka. Stosowane tu okreslenie ,przeciwciato” odnosi sie do
czasteczki immunoglobuliny lub jej czesci aktywnej immunologicznie, np. czesci wigzacej sie z
antygenem. Do przyktadowych aktywnych immunologicznie czesci czgsteczek immunoglobuliny zalicza
sie fragmenty F(ab) and F(ab')2, ktére mozna otrzymaé poddajgc okreslone przeciwciato dziataniu
enzymu, takiego jak pepsyna. Przeciwciato to moze by¢ przeciwciatem poliklonalnym, monoklonalnym,
rekombinowanym (np. chimerycznym lub humanizowanym), w petni ludzkim, nie-ludzkim (np. mysim),
monoswoistym lub jednotancuchowym. W niektérych aspektach petni ono funkcje efektorowg i moze
wigza¢ komplement.

»,Sonda oligonukleotydowa” (zwana takze po prostu ,sond3”) jest kwasem nukleinowym
ztozonym z co najmniej 10, ale mniej niz 200 (zazwyczaj mniej niz okoto 100 lub 50) par bazowych.
Sonda, ktoéra ,wigze sie swoiscie” z docelowym kwasem nukleinowym, hybrydyzuje z materiatem
docelowym w bardzo rygorystycznych warunkach. Stosowane tu okreslenie , hybrydyzuje w bardzo
rygorystycznych warunkach” opisuje warunki hybrydyzacji i ptukania. Stosowane tu bardzo
rygorystyczne warunki oznaczajg uzycie 0.5 M fosforanu sodu z 7% SDS w temperaturze 65°C, a
nastepnie co najmniej jedno ptukanie w roztworze 0.2 x SSC z 1% SDS w temperaturze 65°C. Metody
hybrydyzacji kwaséw nukleinowych sg znane specjaliscie w danej dziedzinie i mozna je znalezé¢ w
publikacji Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.

Wykrywanie mozna utatwic przez sprzeganie (tj. fizyczne potgczenie) przeciwciata lub sondy z
wykrywalng substancjg (czyli znakowanie przeciwciat). Do przyktadowych substancji wykrywalnych
mozna zaliczy¢ rdine enzymy, grupy prostetyczne, materiaty fluorescencyjne, materiaty
luminescencyjne, materiaty bioluminescencyjne i materiaty radioaktywne. Do przyktadowych
odpowiednich enzyméw zalicza sie peroksydaze chrzanowg, fosfataze zasadowg, B-galaktozydaze lub
acetylocholinoesteraze; do przyktadowych odpowiednich kompleksdw grup prostetycznych zalicza sie
kompleksy streptawidyna/biotyna i awidyna/biotyna; do przyktadowych odpowiednich materiatéw
fluorescencyjnych zalicza sie umbeliferon, fluoresceine, izotiocyjanian fluoresceiny, rodamine,
dichlorotriazynyloamine fluoresceiny, chlorek dansylu, kropki kwantowe Ilub fikoerytryne; do
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przyktadowych materiatéw luminescencyjnych zalicza sie luminol; do przyktadowych materiatow
bioluminescencyjnych zalicza sie lucyferaze, lucyferyne i ekworyne, a do przyktadowych odpowiednich
materiatow radioaktywnych zalicza sie 1251, 1311, 35S lub 3H.

Mozna zastosowad testy diagnostyczne z matrycami biologicznymi, takimi jak zywe komorki,
wyciggi komérkowe, utrwalone komorki, hodowle komdrkowe, ptyny ustrojowe lub prébki do
ekspertyz z dziedziny medycyny sadowe]. Do przeciwciat sprzezonych przydatnych w diagnostyce lub
w zestawach zalicza sie przeciwciata sprzezone z barwnikami, izotopy, enzymy i metale - patrz np. w
publikacjach: Le Doussal i in., New Engl. J. Med. 146:169-175 (1991); Gibellini i in., J. Immunol.
160:3891-3898 (1998); Hsing i Bishop, New Engl. J. Med. 162:2804-2811 (1999); Everts i in., New Engl.
J. Med. 168:883-889 (2002). Istniejg rdézne formy metod analitycznych, takie jak testy
radioimmunologiczne (RIA), testy ELISA i mikrouktady ,lab on a chip” (patenty US Nr 6,176,962 oraz
6,517,234).

W opisanych tu metodach mozna wykorzysta¢ techniki znane w biochemii i biologii
molekularnej (patrz np. publikacje: Maniatis i in., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1982); Sambrook i Russell, Molecular Cloning, wyd.
I, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001); Wu, Recombinant DNA, Tom
217, Academic Press, San Diego, Calif (1993); i Ausbel iin., Current Protocols in Molecular Biology, Tom
1-4, John Wiley and Sons, Inc. New York, N.Y. (2001)).

Po oznaczeniu stezenia biomarkera mozna je porownaé ze stezeniem referencyjnym. W
niektérych aspektach stezenie referencyjne bedzie stanowito stezenie progowe, powyzej ktérego u
danego osobnika mozna rozpozna¢ CVD lub PD. Wybrane stezenie referencyjne moze zaleze¢ od
metodyki zastosowanej do pomiaru stezenia biomarkeréw. W niektérych aspektach stezenie
referencyjne stanowi przedziat stezen.

W niniejszym dokumencie piszemy réwniez, ze mozna oznaczy¢ zarowno stezenie ST2, jak i
IL-33, a informacje uzyskane w wyniku porédwnania stezen obydwu tych biomarkeréw z ich
odpowiednimi stezeniami referencyjnymi dostarczajg tgcznych danych dotyczacych wystepowania u
danego osobnika choroby uktadu oddechowego i/lub wystepowania u danego osobnika ciezkiej
choroby. W niektérych aspektach mozna okredli¢ stosunek stezenia ST2 do stezenia IL-33 i poréwnac
go ze stosunkiem referencyjnym stanowigcym stosunek progowy, powyzej ktérego u osobnika
stwierdza sie CVD lub PD, np. jak w Tabeli 1.

ST2/receptor typu 1 interleukiny 1 (IL1RL1)

Gen ST2 nalezy do rodziny receptora interleukiny 1, ktdrej produkt biatkowy istnieje zaréwno
w postaci przezbtonowej, jak i w postaci rozpuszczalnego receptora wykrywalnego w surowicy krwi
(Kieser i in., FEBS Lett. 372(2-3):189-93 (1995); Kumar i in., J. Biol. Chem. 270(46):27905-13 (1995);
Yanagisawa i in., FEBS Lett. 302(1):51-3 (1992); Kuroiwa i in., Hybridoma 19(2):151-9 (2000)).
Niedawno wykazano, ze ekspresja ST2 znaczgco wzrasta w doswiadczalnym modelu niewydolnosci
serca (Weinberg i in., Circulation 106(23):2961-6 (2002)), a wstepne wyniki badan wskazujg na
mozliwos$é podwyzszenia stezen ST2 u 0sob z przewlekta ciezkg niewydolnoscia serca, (Weinberg i in.,
Circulation 107(5):721-6 (2003)) a takze u 0séb z ostrym zawatem mieénia sercowego (Shimpo i in.,
Circulation 109(18):2186-90 (2004)).

Sadzi sie, ze przezbtonowa postaé ST2 uczestniczy w modulowaniu odpowiedzi limfocytéw T
pomocniczych typu 2 (Lohning i in., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 95(12):6930-5 (1998); Schmitz i in.,
Immunity 23(5):479-90 (2005)) i moze takie uczestniczy¢ w rozwoju tolerancji w ciezkich lub
przewlektych odczynach zapalnych (Brint i in., Nat. Immunol. 5(4):373-9 (2004)), natomiast w
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fibroblastach pobudzonych do wzrostu zwieksza sie poziom ekspresji rozpuszczalnej postaci ST2
(Yanagisawa i in., 1992, wyzej). Dane z badan doswiadczalnych wskazujg na znaczgcy wzrost ekspresji
genu ST2 w rozciggnietych miocytach (Weinberg i in., 2002, wyzej) w sposdb analogiczny do aktywacji
genu BNP (Bruneau i in., Cardiovasc. Res. 28(10):1519-25 (1994)).

Tominaga (FEBS Lett. 258:301-304 (1989)) wyizolowat mysie geny eksprymowane swoiscie
przez pobudzenie wzrostu w komérkach BALB/c-3T3; jeden z tych genéw nazwat St2 (skrét od Growth
Stimulation-Expressed Gene 2 [Gen 2 eksprymowany przez stymulacje wzrostu]). Gen St2 koduje 2
produkty biatkowe: ST2 (IL1RL1) w wydzielanej postaci rozpuszczalnej; oraz ST2L w postaci receptora
przezbtonowego bardzo podobnego do receptoréw interleukiny 1. Komitet Nazewnictwa HUGO
wskazat ludzki gen homologiczny jako receptor typu 1 interleukiny 1 (IL1RL1), ktérego klonowanie
opisano w publikacji Tominaga i in., Biochim. Biophys. Acta. 1171:215-218 (1992). Obydwie te nazwy
(ST2 i ILARL1) s3 tu stosowane zamiennie.

Sekwencja mRNA krdtszej, rozpuszczalnej izoformy ludzkiego ST2 znajduje sie w banku gendéw
GenBank Acc. No. NM_003856.2, a sekwencja polipeptydowa znajduje sie w banku genédw GenBank
Acc. No. NP_003847.2; sekwencja mRNA dtuzszej postaci ludzkiego ST2 znajduje sie w banku genéw
GenBank Acc. No. NM_016232.4; sekwencja polipeptydowa znajduje sie w banku genéw GenBank Acc.
No. NP_057316.3. Dodatkowe informacje udostepniono w publicznej bazie danych po numerem
GenelD: 9173, MIM ID # 601203 oraz UniGene No. Hs.66. Na ogdt w opisanych tu metodach oznaczana
jest postac rozpuszczalna polipeptydu ST2.

Metody wykrywania i oznaczania stezenia ST2 sg znane w danej dziedzinie, np. jak opisane w
amerykanskich patentach publikowanych nr 2003/0124624,2004/0048286 i 2005/0130136. Zestawy
do oznaczania stezenia polipeptydu ST2 sg rdwniez dostepne w obrocie, np. ST2 ELISA Kit produkowany
przez Medical & Biological Laboratories Co., Ltd. (MBL International Corp., Woburn, MA), nr 7638. Poza
tym, urzadzenia do pomiaru stezenia ST2 i innych biomarkeréw opisano w amerykarnskim patencie
publikowanym nr 2005/0250156.

W jednym aspekcie stezenie ST2 oznacza sie jednorazowo, np. w momencie zgftoszenia sie do
lekarza. W niektdrych aspektach stezenie ST2 oznacza sie przynajmniej raz 2, 4, 6, 8, 12, 18 i/lub 24
godzin, i/lub 1-7 dni po wystgpieniu objawdw.

Opisujemy tu takze mozliwos$¢ oznaczania stezenia ST2 wiecej niz raz; w tym przypadku mozna
wykorzystaé najwyzszy wynik pomiaréw. W przypadku, gdy stezenie ST2 oznaczane jest wiecej niz raz,
mozna wykorzystac¢ stezenie najwyzsze albo okresli¢ i wykorzystaé zmiane stezenia. Stezenia ST2
mozna réwniez oznacza¢ wielokrotnie, aby oceni¢ odpowiedZ osobnika na leczenie. Przyktadowo,
stezenie ST2 oznaczane po podaniu lekdéw, np. co najmniej jednej dawki lub jednego kursu leczenia,
mozna porownac ze stezeniem ST2 oznaczonym przed rozpoczeciem leczenia, np. stezeniem
wyjsciowym. Zmiana stezenia ST2 moze wskazywac, czy leczenie okazato sie skuteczne; np. obnizenie
stezenia ST2 mogtoby wskazywac na skutecznosé leczenia.

Metody te mogg réwniez obejmowac okreslenie zbieznosci sekwencji nukleotydéw pod nr
RefSNP ID: rs1041973.

Interleukina 33 (IL-33)

Niedawno zidentyfikowano IL-33 jako ligand ST2, opisywano takze obecnos¢ podwyzszonych
stezen IL-33 w réznych schorzeniach o podtozu zapalnym (patrz Schmitz i in., Immunity 23(5):479-90
(2005); amerykanski patent publikowany nr 2005/0203046). W opisanych tu metodach stezenie ST2
mozna oznacza¢ dodatkowo oprécz stezenia IL-33. Mozna réwniez ustali¢ stosunek stezenia ST2 do
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stezenia IL-33, jak réwniez stosunek komplekséw zwigzanych do zwigzanych i/lub. Biatko IL-33 jest
eksprymowane jako czasteczka nieaktywna (pre-IL-33), ktorej aktywacja nastepuje w wyniku
rozszczepienia przez kaspaze | prowadzacego do powstania aktywnego peptydu IL-33, a takze
peptydowego produktu rozszczepienia pro-IL-33. Z tego wzgledu, opisane tu metody mogg obejmowad
oznaczanie jednego, dwdch lub wszystkich trzech form: dojrzatej IL-33, pre-IL-33 i/lub pro-IL-33.
Wszystkie te formy okreslane sg terminem ,,IL-33."

Sekwencja kwasu nukleinowego IL-33 znajduje sie w banku gendw GenBank Acc. No.
NM_033439.2, a sekwencja polipeptydowa w banku gendw GenBank Acc. No. NP_254274.1.
Dodatkowe informacje udostepniono w publicznej bazie danych po numerem GenelD: 90865, MIM ID
# *608678 oraz UniGene No. Hs.348390. IL-33 znana jest rowniez jako C9ORF26 (Chromosome 9 Open
Reading Frame 26); NFHEV (Nuclear Factor from High Endothelial Venules); oraz Interleukina 33. Patrz
takze Baekkevold i in., Am. J. Path. 163: 69-79 (2003).

Metody oznaczania stezenia polipeptydu i kwasu nukleinowego IL-33 sg znane w danej
dziedzinie, patrz np. Schmitz i in., Immunity 23(5):479-90 (2005); amerykanski patent publikowany nr
2005/0203046.

Biomarkery CVD

Metody tu opisane obejmujg oznaczanie stezer biomarkeréw CVD oprécz ILIRL1 (ST2) i/lub IL-
33. Do odpowiednich biomarkeréw CVD zalicza sie troponine, NT-proBNP, BNP NT-proANP i ANP.

W niektérych aspektach diagnostyczny biomarker CVD jest peptydem natriuretycznym typu B
(BNP), marker stresu hemodynamicznego charakterystyczny dla niewydolnosci serca. Stezenie BNP
mozna oznacza¢ metodami standardowymi, np. we krwi petnej lub w surowicy krwi. Przyktadowo, w
obrocie dostepnych jest wiele zestawdw analitycznych, np. Triage BNP Test (Biosite, Inc., San Diego,
CA), szybki test przytdzkowy (ang. point-of-care) umozliwiajgcy analize krwi petnej lub osocza i
uzyskanie wynikéw w ciggu okoto 15 minut; chemiluminescencyjny test immunologiczny , kanapkowy”
(Bayer HealthCare Diagnostics, Tarrytown, NY) do oznaczania BNP wykonywany na platformach ADVIA
Centaur i ACS:180; mikroczasteczkowy test immunoenzymatyczny (Abbott Laboratories, Abbott Park,
IL) do oznaczania BNP wykonywany na platformie AxSYM; oraz chemiluminescencyjny test
immunoenzymatyczny (Biosite, Inc., San Diego, CA) do oznaczania BNP wykonywany na nastepujgcych
platformach firmy Beckman Coulter: Access, Access 2, Synchron LXI i UniCel DXI. Dostepny jest test
elektrochemiluminescencyjny (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) do oznaczania stezenia NT-proBNP.

Zakresy stezen referencyjnych BNP i NTproBNP rdznig sie w zaleznosci od wielu czynnikow.
Stosowane sg podane nizej zakresy, gdzie stezenia BNP oznaczane sg metodg ELISA, a specjalista w
danej dziedzinie bedzie mdgt ustali¢, ktére stezenie uzyskane innymi metodami jest rownowazne. Jesli
stezenie BNP wynosi >500 pg/ml, niewydolnos¢ serca jest bardzo prawdopodobna. Stezenia BNP
mieszczgce sie w zakresie 100-500 pg/ml czesto okresla sie jako ,,szara strefa”, w ktdrej rozpoznanie
jest mniej pewne. Jesli u 0séb szczuptych stezenie BNP wynosi <100 pg/ml, niewydolnos¢ serca jest
mato prawdopodobna. Jednak otytos¢ wptywa na poziom ekspresji BNP w przewlektej niewydolnosci
serca (Mehraiin., ] Am Coll Cardiol. 43(9):1590-1595 (2004)), zatem stezenie wynoszgce < 100 pg/ml
nie wyklucza niewydolnosci serca u oséb otytych (Silver i in., Cong. Heart Fail. 10(5 suppl. 3):1-30
(2004)).

Inne biomarkery

Opisano tu réwniez metody oznaczania stezen innych biomarkerow, np. jednego lub wiecej
sposrod nastepujacych biomarkerow: troponiny, izoenzymu MB kinazy kreatynowej (CK-MB),
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mioglobiny (Myo), albuminy modyfikowanej niedokrwieniem (IMA), interleukiny-6 (IL-6), biatka
C-reaktywnego (CRP), kreatyniny, D-dimerdw, azotu mocznikowego (BUN), enzymdéw watrobowych,
albuminy i/lub endotoksyny bakteryjnej. Metody oznaczania stezen tych biomarkeréw sg znane w
danej dziedzinie, patrz np. amerykanskie patenty publikowane nr 2004/0048286 i 2005/0130136 na
rzecz Lee i in.; Dhalla i in., Mol. Cell Biochem. 87:85-92 (1989); Moe i in., Am. Heart J. 139:587-95
(2000).

Zestawy

Opisano tu réwniez zestawy zawierajgce odczynnik sktadajacy sie z kompozycji wigzacej
umozliwiajgcej wykrycie jednego lub wiekszej liczby polipeptydédw IL-33 lub ST2 albo kwasu
nukleinowego, np. przeciwciata anty-IL-33 lub anty-ST2 (tj. przeciwciato lub jego fragment wigzacy
antygen, ktore wigze sie swoiscie z IL-33 lub ST2), albo sonde kwasu nukleinowego stanowigcy
uzupetnienie catosci lub czesci kwasu nukleinowego IL-33 lub ST2), a takze odczynnik sktadajacy sie z
kompozycji wigzacej umozliwiajacej wykrycie jednego lub wiekszej liczby biomarkeréw CVD, np.
biomarkera CVD w postaci polipeptydu lub kwasu nukleinowego kodujacego biomarker CVD, oraz
instrukcje stosowania w opisanej tu metodzie. Zestaw moze takze zawierac kontrole, np. epitop IL-33
lub ST2 i biomarkera CVD.

Zestawy zasadniczo zawierajg nastepujgce gtdwne elementy: opakowanie, odczynniki
sktadajgce sie z kompozycji wigzacych opisanych powyzej, opcjonalnie kontrole oraz instrukcje.
Opakowaniem moze by¢ rodzaj pudetka na fiolke (lub wiele fiolek) zawierajgcg rzeczone kompozycje
wigzace, fiolka (lub wiele fiolek) zawierajgca kontrole i instrukcja uzycia w opisanej tu metodzie.
Specjalisci w danej dziedzinie moga tatwo zmodyfikowa¢ opakowanie zgodnie z indywidualnym
zapotrzebowaniem.

W jednym przyktadzie zestaw moze zawierac¢ przeciwciato lub jego fragment wigzacy antygen,
ktore wigze sie swoiscie z ST2 (lub 1L-33) oraz przeciwciato lub jego fragment wigzgcy antygen, ktére
wigze sie swoiscie z biomarkerem CVD, np. BNP, proBNP, NT-proBNP, ANP, proANP lub NT-proANP.

Opisano rowniez mozliwos¢ zastosowania innych metod wykrywania, np. metod
kolorymetrycznych, testéw radioimmunologicznych lub testéw chemiluminescencyjnych. Mozna takze
zastosowa¢ metody ,kanapkowe”, np. polegajgce na wykorzystaniu dwéch przeciwciat
monoklonalnych, jednego znakowanego izotopem jodu 125 a drugiego adsorbowanego na kulkach, np.
jak w zestawie IRMA-BNP2 firmy CISBIO International (Francja) i zestawach ShionoRIA BNP lub ANP
(SHIONOGI USA Inc.).

Przyktadowo, zestaw moze by¢ przeznaczony do stosowania w tescie z uzyciem mikroczastek i
znacznika chemiluminescencyjnego (CMIA), takim jak test ARCHITECT firmy Abbot Diagnostics (Abbott
Park, IL), i w zwigzku z tym moze zawiera¢ mikroczasteczki paramagnetyczne optaszczone
przeciwciatami anty-BNP oraz mikroczgsteczki paramagnetyczne optaszczone przeciwciatami anty-ST2.
Te mikroczgsteczki kontaktujg sie z osoczem, a obecny w probce BNP lub ST2 wigze sie z optaszczonymi
mikroczgsteczkami. Opcjonalnie, prébke mozna podzieli¢ na co najmniej dwie podwielokrotnosci, a
mikroczasteczki kazdego rodzaju mozna skontaktowac z poszczegdlnymi podwielokrotnosciami. Po
zakonczeniu ptukania mozna dodaé¢ koniugat anty-BNP i anty-ST2 znakowany akrydyng w celu
uzyskania na drugim etapie mieszaniny reakcyjnej. Po kolejnym cyklu ptukania do mieszaniny
reakcyjnej dodaje sie roztwory przedwyzwalajgce (pre-trigger) i wyzwalajgce (trigger). Nastepnie
mierzy sie intensywnosé reakcji chemiluminescencyjng, np. przy uzyciu uktadu optycznego analizatora
ARCHITECT i System (Abbot Diagnostics, Abbott Park, lllinois). Istnieje bezposrednia zaleznos¢ miedzy
iloscig BNP lub ST2 w prébce a wykrytg chemiluminescencja.
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PRZYKLADY

Przyktad 1: Wykrywanie i oznaczanie stezenia ST2 w surowicy krwi

W tym przyktadzie zastosowano zestaw ST2 ELISA Kit produkowany przez Medical & Biological
Laboratories Co., Ltd. (MBL International Corp., Woburn, MA), nr 7638. Zestaw ten jest zestawem do
testu kanapkowego ELISA, w ktérym do wychwytywania i detekcji wykorzystuje sie przeciwciata
monoklonalne. Ta procedura stuzy do analizy catej ptytki prébek oznaczanych w powtérzeniach przy
wspotczynniku rozcienczenia 1:3 $cisle wedtug protokotu producenta. Do czasu uzycia zestaw nalezy
przechowywac¢ w temperaturze 4°C. Procedura opisana w tym przyktadzie zostata zoptymalizowana
pod katem zastosowania prébek ludzkiej surowicy lub osocza pobieranych do probdéwek z
antykoagulantem cytrynianowym lub EDTA. W tym tescie nie nalezy uzywac osocza pobieranego do
probdwek z antykoagulantem heparynowym, poniewaz heparyna wigze ST2 i utrudnia wykonywanie
oznaczen wedtug tego protokotu ELISA. Mozna wykorzystaé prébki osocza lub surowicy swieze albo
przechowywane w stanie zamrozonym. Maksymalnie trzykrotne mrozenie i rozmrazanie prdobek
osocza nie wptywa niekorzystnie na te metode analityczng.

Przed wykonaniem oznaczen nalezy przygotowac swieze odczynniki z nowego zestawu. Przed
uzyciem nalezy pozostawi¢ zestaw do ogrzania w temperaturze pokojowej. Odczynniki, ktére nie
zostaty wyraznie omdéwione ponizej dostarczane sg przez producenta w postaci gotowej do uzycia.

1. Roztwor ptuczacy - roztwdr ptuczacy dostarczany jest przez producenta w stezeniu 10 x. Aby
otrzymad 1 litr roztworu ptuczacego nalezy rozciericzy¢ 100 ml koncentratu 10 x w 900 ml wody
destylowanej.

2. Roztwoér wykrywajacy - roztwdr wykrywajacy przygotowuje sie rozcienczajgc koncentrat
wykrywajgcy w stosunku 1:101 w rozciefczalniku roztworu wykrywajacego. W przypadku
petnej ptytki zawierajgcej 96 studzienek potrzeba 10 ml roztworu wykrywajgcego. Aby
przygotowaé 10 ml roztworu wykrywajgcego nalezy pipety przenies¢ 10 ml rozciericzalnika
roztworu wykrywajacego zabarwionego na niebiesko do probdwki z polipropylenu z
pomaranczowg zatyczkg o pojemnosci 15 ml. Do tej objetosci rozciericzalnika roztworu
wykrywajgcego nalezy dodaé 100 pl koncentratu roztworu wykrywajacego.

a. UWAGA: odczynnik ten nalezy przygotowac na pierwszym etapie inkubacji.

3. Zapas kalibratora - nalezy odtworzy¢ kalibrator biatkowy rozpuszczajac liofilizowane biatko
w takiej ilosci wody destylowanej, jaka okreslit producent dla tej serii produktu, aby otrzymac
roztwor o stezeniu 8 ng/ml. Te objetosé roztworu podano w ulotce dotgczonej do opakowania
produktu.

Przygotowanie wzorcow i probek:

. Opisane nizej czynnosci nalezy wykonaé, uzywajac oznakowanych probéwek z
polipropylenu o pojemnosci 1.5 ml, a otrzymany produkt nalezy przenies¢ na ptytke
analityczng za pomoca pipety P200.

Wzorce:

Krzywa wzorcowg sporzadza sie przygotowujgc serie dwukrotnych rozcieiczen zapasu
roztworu wyj$ciowego o stezeniu 8 ng/ml.
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1. Pipetg P1000 przeniesc 250 pl rozpuszczalnika analitycznego do 8 probdwek z polipropylenu
o pojemnosci 1.5 ml oznakowanych jako S1-S8.

2. Tg sama pipetg P1000 przenies¢ 250 ul roztwér kalibratora o stezeniu 8 ng/ml do probowki
S1. Probdwka ta zawiera teraz kalibrator biatkowy o stezeniu 4 ng/ml.

a. Dokfadnie wymieszaé¢ zawartos¢ delikatnie pipetujac jg 3 razy i starajac sie nie
wytworzy¢ piany.

3. Powtdrzyé mieszanie uzywajac tej samej pipety P1000 i Swiezej koicowki podczas kazdego
nastepnego przeniesienia 250 ul odczynnika z probéwki S1 do probéwki S2.

4. Powtdrzyc etap 3 przenoszac roztwoér zS2 do S3,z S3 do S4, 254 do S5, 2S5 do S6iz S6 do
S7. S8 bedzie zawiera¢ odczynnik do préby zerowej, zatem nie nalezy przenosi¢ kalibratora
biatkowego do tej studzienki.

a. Teraz probowki S1-S6 i S8 zawierajg 250 ul odczynnika, a probéwka S7 zawiera
450 pl.

Proébki:

Ptytka zostata skonfigurowana w taki sposéb, ze kazida prébka jest analizowana w
rozcienczeniu 1:3 w dwdch egzemplarzach.

1. Dla kazdej prébki oznakowaé probdéwke z polipropylenu o pojemnosci 1.5 ml.
2. Pipetg P200 przenies¢ do kazdej probdéwki 160 ul rozpuszczalnika analitycznego.

3. Pipetg P200 przenie$¢ 80 ul surowicy lub osocza z prébki 1 do probéwki 1. Starannie
wymieszac pipetujac 3 razy tak, by nie wytworzy¢ piany.

4. Przenosi¢ prébki do probéwek powtarzajac etap 2 dla kazdej prébki.
Procedura:

1. Pipetg P200 szybko przenie$é roztwory wzorcowe i rozcieficzone prébki surowicy na ptytke
analityczng zawierajgcg 96 studzienek. Przyktadowy rozktad przedstawiono w Tabeli 2 ponizej.

a. Ustawic pipete P200 na pojemnosé¢ 100 pl.

b. Przenies¢ 100 pl rozcienczen krzywej wzorcowej do kazdej z kolumn 1i 2 na ptytce
analitycznej.

c. Przeniesc 100 pl kazdej z préobek surowicy na ptytke analityczng doktadnie w te same
miejsca, jakie pokazano ponizej na rozktadzie ptytki.

2. Przykryé ptytke analityczng ostong dotaczong do zestawu i inkubowa¢ w temperaturze
pokojowej przez 60 minut.

3. Przeptukad ptytke 4 razy w automatycznej myijce.

4. Roztwodr wykrywajgcy: za pomocy pipety 8-kanatowej przenies¢ 100 pl roztworu
wykrywajgcego do kazdej studzienki i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 60 minut.

a. UWAGA: odczynnik ten nalezato przygotowac na pierwszym etapie inkubacji.
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b. UWAGA: odczynnik ten nalezy dodawac uzywajac jednorazowego naczynia na
odczynniki.

Dla kazdego odczynnika ZAWSZE nalezy uzywad Swiezego jednorazowego naczynia na
odczynniki. Na tym etapie nie jest konieczna zmiana koncéwek pipety.

5. Przeptukad ptytke, jak na etapie 3.

6. Substrat: za pomocg 8-kanatowej pipety przenies¢ 100 pl substratu do kazdej studzienki i
inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 30 minut.

a. Substrat jest dostarczany przez producenta w postaci gotowej do uzycia.

7. Roztwdr hamujacy: po zakonczeniu inkubacji substratu za pomocg 8-kanatowej pipety
przenies¢ 100 pl roztworu hamujacego do kazdej studzienki.

a. Roztwdr hamujacey jest dostarczany przez producenta w postaci gotowej do uzycia.
8. Wykona¢ odczyt przy dtugosci fali 450 nm z poprawka na tto 620 nm.

a. Ptytke nalezy odczytaé w ciggu 30 minut po zatrzymaniu reakcji.
9. Wyniki pomiaru absorbancji nalezy wpisa¢ w arkuszu obliczeniowym dla analizy.

Tabela 2: Rozktad przyktadowej ptytki analitycznej zawierajacej 96 studzienek

1 2134 7 8 9 10 11 12
A 4.0 111 17 17 25 25 33 33
B 2.0 2|2 10 10 18 18 26 26 34 34
C 1.0 313 11 11 19 19 27 27 35 35
D 0.5 414 12 12 20 20 28 28 36 36
E 0.25 515 13 13 21 21 29 29 37 37
F 0.125 6|6 14 14 22 22 30 30 38 38
G 0.0625 717 15 15 23 23 31 31 39 39
H 0.0 818 16 16 24 24 32 32 40 40

Przyktad 2: Wykrywanie i oznaczanie stezenia IL-33 w surowicy krwi

Od osobnika pobierana jest prébka krwi, a nastepnie standardowymi metodami z prébki
otrzymywana jest surowica. Do probki dodaje sie znakowane przeciwciato monoklonalne dla IL-33 (np.
takie, jakie opisano w amerykanskim publikowanym zgtoszeniu patentowym nr 2005/020304) i
inkubuje w okresie umozliwiajgcym wystgpienie reakcji wigzania. Nastepnie kompleksy
przeciwciato/IL-33 wykrywa sie standardowymi metodami i mierzy ilo$¢ obecnej IL-33. Zgodnie z tym,
co opisano w niniejszym dokumencie przewiduje sie, ze stezenie IL-33 bedzie korelowato z chorobg w
sposéb podobny, jak stezenie ST2.

Przyktad 3: POChP a stezenie ST2

U uczestnikdw badania PRIDE oceniano wptyw przebiegu POChP na stezenie ST2 u osobnika z
ostrg niewydolnoscig serca lub bez ostrej niewydolnosci serca.

Do badania PRIDE rekrutowano 600 osdb z dusznoscig w celu sprawdzenia przydatnosci
NT-proBNP w diagnostyce i ustaleniu rokowania u 0séb z ostrg niewydolnoscig serca. W momencie
rekrutacji metodg slepa pobierano prébke krwi, poddawano obrdbce i zamrazano w temperaturze
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-80°C. Do analizy ST2 rozmrazano podwielokrotnosé prébki krwi z cytrynianem (drugi cykl zamrazania-
rozmrazania) i oznaczano w niej stezenie biatka ST2 w sposéb opisany w Przyktadzie 1.

Wyniki przedstawiono na Fig. 1-2. Wykazano, ze podwyzszone stezenie ST2 w surowicy krwi
(np. powyzej 0.2 ng/ml w przypadku oznaczania w sposdb opisany w Przyktadzie 1) mozna wykorzystaé
do prognozowania prawdopodobieristwa obecnosci choroby uktadu oddechowego, np. u osobnikéw
bez ostrej zdekompensowanej niewydolnosci serca, np. z niskim lub umiarkowanym stezeniem BNP.

Przyktad 4: Podwyzszone stezenie ST2 u pacjentéw bez niewydolnosci serca

Stezenie ST2 oznaczano w sposéb opisany w Przyktadzie 1 powyzej w grupie 350 pacjentéw,
ktorzy zgtosili sie do oddziatu pomocy doraznej z bélem w klatce piersiowej. Od wiekszosci pacjentow
pobierano prébki surowicy i oznaczano stezenie ST2 w punkcie wyjscia, po 90 minutach i po 180
minutach. U wiekszosci pacjentéw pobrano takze prébke wyjsciowg w okresie 2 godzin po wystgpieniu
objawdw.

U 17 pacjentow ostatecznie rozpoznano zawat miesnia sercowego, a u 5 z nich stezenie ST2
wynosito = 0.23 (0.25 - 0.65). U dwéch sposréd tych pacjentéw wynik oznaczania stezenia troponiny
byt ujemny. U 11 pacjentéw stezenie ST2 byto bardzo wysokie (0.97 - 9.22), ale u zadnego z nich nie
potwierdzono ostatecznie zawatu miesnia sercowego i u zadnego nie wykazano oznaczalnego stezenia
troponiny, chociaz u wszystkich stwierdzono powazne choroby, w tym POChP, chtoniaka, posocznice,
naduzywanie alkoholu i zatorowos¢ ptucna. Stezenia ST2 i rozpoznania ustalone u tych 11 pacjentéw
podano w Tabeli 3; ST2 1 to stezenie wyjsciowe, ST2 2 to stezenie oznaczone 90 minut pdzniej, a ST2
3 to stezenie oznaczone po 180 minutach.

Tabela 3: Pacjenci bez zawatu miesnia sercowego z wysokim stezeniem ST2

Pacjent ST21 ST22 ST23 Ostateczne rozpoznanie

(punkt (po 90 (po 180

wyijscia) min.) min.)

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
811 1.43 1.62 1.63 POChP z niewydolnoscig serca po operacji

pomostowania tetnic wiencowych oraz nadcisnienie
ptucne
847 2.37 4.44 3.53 Zatorowos¢ ptucna
873 2.36 2.42 2.74 Reaktywna choroba drég oddechowych (RAD)
898 1.32 1.24 1.66 Operacja pomostowania tetnic wiencowych po
rozpoznanej w przesztosci niewydolnosci serca
920 6.03 9.22 Bakteriemia w przebiegu posocznicy
928 3.80 4.69 3.99 Nadcisnienie i naduzywanie alkoholu
952 6.76 Naduzywanie alkoholu, niezyt btony sluzowej zotgdka i
nadcisnienie ptucne
953 3.77 Operacja pomostowania tetnic wienncowych po
rozpoznanej w przesztosci niewydolnosci serca

1055 1.42 1.28 1.13 Infekcja gérnych drég oddechowych
1213 0.97 1.19 1.07 Zatorowos¢ ptucna i zapalenie osierdzia
1245 4.11 6.46 oraz nadcisnienie
1280 1.30 1.33 POChP

14



Na podstawie tych wynikdw wykazano, ze podwyzszenie stezenia ST2 (np. powyzej 0.2 ng/ml)
u pacjentow z bélem w klatce piersiowej i ujemnym wynikiem oznaczania poziomu troponiny wigze sie
z duzym prawdopodobienstwem wystepowania choroby uktadu oddechowego.
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Zastrzezenia patentowe

1. Metoda rozpoznawania réznicowego in vitro choréb uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) i chordb
uktadu oddechowego (PD) u osobnika z bélem w klatce piersiowe] lub dusznoscig polegajaca na:
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oznaczeniu stezenia rozpuszczalnego ST2 (receptora typu 1 interleukiny 1 [ILARL1]) w prdbce
pobranej od danego osobnika;

oznaczeniu stezenia mozgowego peptydu natriuretycznego (BNP) w prébce; oraz

poréwnaniu stezenia rozpuszczalnego ST2 z referencyjnym stezeniem ST2 u osobnika bez CVD
i PD, u ktérych prawdopodobieristwo wystgpienia PD lub CVD jest wysokie lub u osobnika z
CVD i/lub PD;

poréwnaniu stezenia BNP w probce ze niskim progiem stezenia BNP wynoszgcym 100 pg/ml i
z wysokim progiem stezenia BNP wynoszgcym 500 pg/ml; oraz

rozpoznaniu CVD u osobnika z bdlem w klatce piersiowe]j lub dusznoscig, u ktérego stezenie
rozpuszczalnego ST2 jest nizsze od wartosci referencyjnej, a stezenie BNP wynosi co najmniej
100 pg/ml;

rozpoznaniu PD u osobnika z bélem w klatce piersiowej lub duszno$cig, u ktérego stezenie
rozpuszczalnego ST2 jest co najmniej rowne wartosci referencyjnej, a stezenie BNP wynosi
najwyzej 500 pg/ml; albo

rozpoznaniu CVD u osobnika z bélem w klatce piersiowej lub dusznoscia, u ktérego stezenie
rozpuszczalnego ST2 jest co najmniej rGwne wartosci referencyjnej, a stezenie BNP przekracza
500 pg/ml;

przy czym prébka jest probka krwi, surowicy lub osocza.

Metoda wedtug zastrz. 1, w ktérej oznaczenie stezenia rozpuszczalnego ST2 lub stezenia BNP w
probce polega na kontakcie kompozycji wigzacej z probkg, gdzie kompozycja wigzgca swoiscie
wigze sie z rozpuszczalnym ST2 lub z BNP, oraz zmierzeniu lub oznaczeniu zakresu swoistego
wigzania kompozycji wigzacej z prébka.

Metoda wedtug zastrz. 2, w ktérej kompozycja wigzgca zawiera przeciwciato wigzace sie swoiscie
z rozpuszczalnym ST2 lub z BNP.

Metoda wedtug zastrz. 1, w ktérej choroba uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) to ostry zespot
wiencowy, zawat miesnia sercowego, niewydolnosé serca, dtawica piersiowa, przerost miesnia
sercowego, zapalenie miesnia sercowego, zapalenie osierdzia, zapalenie wsierdzia lub udar
maozgu.

Metoda wedtug zastrz. 1, w ktérej choroba uktadu oddechowego to przewlekta obturacyjna
choroba ptuc (POChP), astma, zapalenie ptuc, odma optucnowa, wysiek w optucnej, zmiana
przerzutowa, obrzek ptuc, choroba refluksowa zotadka i przetyku z aspiracjg tresci zotgdkowej,
zatorowos¢ ptucna lub restrykcyjna choroba ptuc.

Metoda wedtug zastrz. 1 albo 2 dodatkowo obejmujgca oznaczenie stezenia jednego lub wiekszej
liczby innych biomarkeréw w prébce.



7. Metoda wedtug zastrz. 6, w ktdrej jedng lub wiekszg liczbe innych biomarkeréw wybrano z grupy
sktadajacej sie z: izoenzymu MB kinazy kreatynowej (CK-MB), biatka C-reaktywnego (CRP),
kreatyniny i D-dimerow.
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