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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biosensor, wykorzystujgcy jako metode detekcji powierzchniowy re-
zonans plazmonowy w wersji Imagining do ilosciowych i selektywnych oznaczen mezoteliny w ludzkim
materiale biologicznym.

Mezotelina (MSLN) jest glikoproteing btonowg zakotwiczong w glikozylofosfatydyloinozytolu
(GPI), ktéra jest fizjologicznie eksprymowana na powierzchni komorek mezotelialnych wyscietajgcych
optucng, osierdzie i otrzewng. Chociaz mezotelina jest przytagczona do btony komérkowej, moze byé
uwalniana jako forma rozpuszczalna podobnie jak wiele innych biatek btony komédrkowej [Hassan R,
Remaley AT, Sampson ML, Zhang J, Cox DD, Pingpank J, Alexander R, Willingham M, Pastan |, Onda
M. Detection and quantitation of serum mesothelin, a tumor marker for patients with mesothelioma and
ovarian cancer. Clin Cancer Res. (2006); 12(2): 447-53.].

MSLN ulega nadekspresji w tkankach raka jajnika ze stabymi rokowaniami, a rozpuszczalna
forma jest wykrywalna we krwi. Podwyzszone poziomy mezoteliny w surowicy sg wykrywalne u 40—-67%
pacjentéw z rakiem jajnika [Shen J, Sun X, Zhou J. Insights Into the Role of Mesothelin as a Diagnostic
and Therapeutic Target in Ovarian Carcinoma. Front Oncol. 2020; 10:1263].

Ulega réwniez ekspresji w raku zotgdka, ptuc, trzustki oraz w miedzybtoniaku [Hatterer E, Chau-
chet X, Richard F, Barba L, Moine V, Chatel L, et al. Targeting a membrane-proximal epitope on me-
sothelin increases the tumoricidal activity of a bispecific antibody blocking CD47 on mesothelin-positive
tumors. MAbs (2020) 12(1): 1739408.].

Wykryto ekspresje dojrzatego, zwigzanego z powierzchnig biatka-mezoteliny w tkance glejaka
wielopostaciowego oraz oznaczono w podwyzszonych ilosciach w krgzeniu ogélnoustrojowym. [Z. Liu,
M. Rao, T. Poairet, S. Nava, Q. Meng, Avon Landenberg, J. Bartek Jr., S. Xie, G. Sinclair, I. Peredo, E.
Dodoo, M. Maeurer, Mesothelin as a novel biomarker and immunotherapeutic target in human gliobla-
stoma, Oncotarget, 8 (2017), pp. 80208—-80222].

MSLN moze odgrywac¢ role w adhezji komorek, progresji nowotworu, przerzutach i chemoopor-
nosci. Wykazano réwniez, ze mezotelina wigze sie z antygenem znanym jako CA125, antygen nowo-
tworowy 125 przez co moze uposledzaé procesy adhezji komérkowej, co z kolei moze by¢ przyczynag
wewnatrzotrzewnowego rozsiewu raka jajnika i tworzenia sie wodobrzusza [Sasaki A, Akita K, Ito F,
Mori T, Kitawaki J, Nakada EL, Difference in mesothelin-binding ability of serum CA125 between pa-
tients with endometriosis and epithelial ovarian cancer. Int J Cancer. (2015); 136(8): 1985-90.].

Przewagg mezoteliny w poréwnaniu z innymi biomarkerami raka jajnika moze by¢ fakt zidentyfi-
kowania jej frakcji rozpuszczalnej nie tylko w surowicy krwi, czy ptynie otrzewnowym, ale réwniez w mo-
czu chorych pacjentek, poniewaz jako biatko o matej masie czgsteczkowej ulega przesaczaniu w kte-
buszkach nerkowych [Badgwell D, Lu Z, Cole L et al., Urinary mesothelin provides greater sensitivity for
early stage ovarian cancer than serum mesothelin, urinary hCG free beta subunit and urinary hCG beta
core fragment, Gynecol Oncol. (2007); 106(3):490-7.].

Wykrywanie biomarkeréw choréb nowotworowych w moczu mogtoby mie¢ zastosowanie w szyb-
kich, tatwych i tanich testach diagnostycznych utatwiajgcych wczesne rozpoznawanie, monitorowanie
i diagnostyke nawrotéw choroby.

Najczesciej stosowang metodg oznaczania mezoteliny jest ELISA [Fontana V, Pistillo MP, Vigani
A, Canessa PA, Berisso G, Giannoni U, Ferro P, Franceschini MC, Carosio R, Tonarelli M, Rossi C,
Dessanti P, Roncella S. Determination of Mesothelin Levels in Pleural Effusion Does Not Help Predict
Survival of Patients With Malignant Pleural Mesothelioma. Anticancer Res. (2019); 39(9):5219-5223;
Fontana V, Pistillo M, Vigani A, Canessa P, Berisso G, Giannoni U, Ferro P, Franceschini M, Carosio
R, Tonarelli M, Tonarelli M, et al, Potential role of serum mesothelin in predicting survival of patients
with malignant pleural mesothelioma. Oncol Lett (2021, 21(2): 128].

Do oznaczania mezoteliny stosowano:

e immunosensor oparty na mikrowadze kwarcowej (nie testowano go na prébkach naturalnych
lecz wytgcznie na roztworach standardowych) [Hem C. Joshi, Himanshu Kharkwal, Ajay Ku-
mar, Piyush Kumar Gupta, Development of a quartz crystal microbalance-based immunosen-
sor for the early detection of mesothelin in cancer, Sensors International 4 (2023) 100248],

e biosensor SPR z nanoczgsteczkami ztota (zastosowano go do wykrywania mezoteliny w pto-
dowej surowicy bydlecej) [Erenildo Ferreira de Macedo, Lucca Silva Nascimento, Yanxia
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Hou, Raphael Mathey, Dayane Batista Tada, Simultaneous detection of CA-125 and me-
sothelin by gold nanoparticles in surface plasmon resonance, Sensing and Bio-Sensing Re-
search 43 (2024) 100609],

e biosensor fali akustycznej (testowano na probkach supernatantu linii komérkowych raka
trzustki) [Corso CD, Stubbs DD, Lee SH, Goggins M, Hruban RH, Hunt WD., Real-time de-
tection of mesothelin in pancreatic cancer cell line supernatant using an acoustic wave im-
munosensor. Cancer Detect Prev. (2006);30(2): 180-71],

o mikroprzeptywowy system testu immunologicznego (MIAS) do szybkiego podtilosciowego wy-
krywania pozioméw MSLN w surowicy (testowano na probkach surowicy pacjentéw z rakiem
trzustki) [Xiaoxiao Duan, Linlin Zhao, Heng Dong, Wang Zhao, Sixiu Liu, and Guodong Sui,
Microfluidic Immunoassay System for Rapid Detection and Semi-Quantitative Determination
of a Potential Serum Biomarker Mesothelin, ACS Sensors (2019), 4 (11), 2952-2957].

Na podstawie powyzszych informacji, przegladu dotychczasowych badan naukowych i analizy
potrzeb diagnostycznych srodowiska lekarskiego, stworzenie nowej ilosciowej i bezznacznikowej me-
tody oznaczania mezoteliny jest bardzo waznym zagadnieniem badawczym o wysokim potencjale apli-
kacyjnym.

Rozwigzaniem jest konstrukcja immuno-biosensora specyficznego na biatko mezoteline, ktéry
wspotpracuje z Powierzchniowym Rezonansem Plazmondéw w wersji obrazowej (SPRi) stanowigcym
dla niego sposoéb detekcji.

Takag mozliwo$¢ daje opracowanie immuno-biosensora wspétdziatajgcego z technikg Powierzch-
niowego Rezonansu Plazmondéw w wersji obrazowej (SPRi) jako metodg detekcji. Technika SPRi zo-
stata zaprezentowana m.in. w pracach: F. Pillet, C. Romera, E. Trévisiol, S. Bellond, M.P Teulade-
Fichoug, J.M. Francoisa, G. Pratviele, Leberre, Surface plasmon resonance imaging (SPRi) as an alter-
native technique for rapid and quantitative screening of small molecules, useful in drug discovery Sens.
Actuators, B, (2011), 157:304—-309; Shpacovitch V, Temchura V, Matrosovich M, Hamacher J, Skolnik
J, Libuschewski P, Siedhoff D, Weichert F, Marwedel P, Miiller H, Uberla K, Hergenrdder R, Zybin A.,
Application of surface plasmon resonance imaging technique for the detection of single spherical biolo-
gical submicrometer particles. Anal Biochem. (2015), 486:62—9; A. Sankiewicz, L. Romanowicz, P. Lau-
danski, B. Zelazowska-Rutkowska, B. Puzan, B. Cylwik, E. Gorodkiewicz, SPR imaging biosensor for
determination of laminin-5 as a potential cancer marker in biological material, Anal Bioanal Chem.
(2016); 408: 5269-5276; A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, I. Sveklo, E. Matuszczak, A. Hermanowicz,
E. Gorodkiewicz. SPRI biosensors for quantitative determination of matrix metalloproteinase-2, Anal
Methods. (2017), 9:2407-2414; A. Sankiewicz, L. Romanowicz, M. Pyc, A. Hermanowicz, E. Gorodkie-
wicz, SPR imaging biosensor for the quantitation of fibronectin concentration in blood samples, J Phar-
mac Biomed. Anal. 2018, 150:1-8; A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, A. Sankiewicz, A. Hermanowicz,
K. Sobolewski, E. Gorodkiewicz, A New Analytical Method for Determination of Cathepsin L Based on
the Surface Plasmon Resonance Imaging Biosensor, Int J Mol Sci. (2019), 20:2166; B. Szymanska, Z.
Lukaszewski, K. Hermanowicz-Szamatowicz, E. Gorodkiewicz An Immunosensor for the determination
of carcinoembryonic antigen by Surface Plasmon Resonance imaging, Anal. Biochem., 2020,
609:113964; Oldak L, Sankiewicz A, Zelazowska-Rutkowska B, Cylwik B, Lukaszewski Z, Skoczylas M,
Gorodkiewicz E. Two SPRi biosensors for the determination of cathepsin S in blood plasma. Talanta.
(2021), 225:121900; Zeng Y, Zhou J, Sang W, Kong W, Qu J, Ho HP, Zhou K, Gao BZ, Chen J, Shao
Y. High-Sensitive Surface Plasmon Resonance Imaging Biosensor Based on Dual-Wavelength Diffe-
rential Method. Front Chem. (2021), 9:801355. Oldak, L.; Lesniewska, A.; Zelazowska-Rutkowska, B.;
Latoch, E.; Lukaszewski, Z.; Krawczuk-Rybak, M.; Gorodkiewicz, E.; An Array SPRi Biosensor for Si-
multaneous VEGF-A and FGF-2 Determination in Biological Samples., Appl. Sci. (2022), 12, 12699;
Sankiewicz, A.; Zelazowska-Rutkowska, B.; Gorska, E.; Hermanowicz, A.; Gorodkiewicz, E. New Bio-
sensor for Determination of Neuropilin-1 with Detection by Surface Plasmon Resonance Imaging. Sen-
sors (2023), 23, 4118.

Biosensor wychwytuje oznaczang substancje z roztworu. Sygnat analityczny mierzony przez apa-
rature SPRi jest odpowiedzig na przyrost masy na powierzchni biosensora. Biosensor taki charaktery-
Zuje sie prostotg wykonania i daje mozliwos¢ przeprowadzenia catego procesu pomiarowego w sposéb
szybki i nieskomplikowany bez stosowania jakichkolwiek znacznikdw.

Dlatego rozwigzanie to moze konkurowaé¢ z obecnie stosowanymi metodami ilociowych ozna-
czen substancji biologicznie aktywnych szczegolnie w bogatej matrycy jakim sg ptyny ustrojowe orga-
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nizmu ludzkiego Wedtug obecnego stanu techniki istniejg liczne biosensory SPRi umozliwiajgce ozna-
czania stezenia substancji bioaktywnych. Takie biosensory ujawniajg przykladowe publikacje
JP2009133844 (A), US6239255, PL223400, PL210052, PL222548, czy tez P.439848.

Daje to szanse rozwdj i upowszechnienie pomiaréw stezenia zwigzkow biologicznie aktywnych
istotnych diagnostycznie. Warunkiem tego jest skonstruowanie odpowiednich biosensoréw SPRI, ktore
selektywnie bedg wychwytywaty analit nawet z bogatej matrycy jakim sg ptyny ustrojowe organizmu
ludzkiego. Obecnie znane s3g réznego rodzaju biosensory wykorzystywane do oznaczania stezen zwigz-
kow biologicznie aktywnych. Takie biosensory ujawniajg przyktadowe opisy wynalazkéow JP2009133844 (A),
US6239255, PL223400, PL210052, PL222548, PL235045, P430495, P.439848 czy P.441141. Opisy-
wany wynalazek wpisuje sie w nurt rozwigzan. Dotychczas jednak nie opracowano biosensora SPRi do
oznaczania mezoteliny.

Istotg wynalazku jest biosensor do specyficznego oznaczania mezoteliny w ludzkim materiale
biologicznym (osocze, surowica krwi, slina), dostosowany do wspoétpracy z technikg Powierzchniowego
Rezonansu Plazmondéw w wersji obrazowej (Imaging). Bioreceptorem w opracowanym biosensorze jest
krélicze monoklonalne przeciwciato czute na mezoteling. Opracowany biosensor spetnia warunki anali-
tyczne pod wzgledem zakresu pomiarowego, specyficznosci, precyzji i doktadnosci pomiaru. Biosensor
wedtug wynalazku zawiera ptytke szklang pokrytg warstwg ztota oraz polimerem w postaci siatki, ktory
wyodrebnia miejsca aktywne z warstwg bioreceptorowa. Bioreceptor (w/w przeciwciato) jest zimmobili-
zowane na powierzchni ztota wigzaniem kowalencyjnym za posrednictwem linkera — cysteaminy.

Przedmiot wynalazku uwidoczniony jest na rysunku, na ktérym fig. 1 przedstawia schemat bio-
sensora wraz z przekrojem pionowy przez miejsce aktywne.

Biosensor sktada sie z ptytki szklanej 1 pokrytej warstwg tytanu 2 oraz ztota 3. Na warstwie ziota
znajduje sie siatka polimeru 4 tworzgcg miejsce aktywne. Warstwa receptorowa skfada sie z linkera —
cysteaminy 5 oraz kréliczego monoklonalnego przeciwciata czutego na mezoteline 6 potgczonego ko-
walencyjnie z cysteaming. Bioreceptor specyficznie wytapuje mezoteline 7 z badanego roztworu.

Biosensor jest specyficzny, tzn. wychwytuje tylko mezoteline sposréd setek innych substancji
obecnych w ptynach ustrojowych. Biosensor wspotpracujacy z aparaturg SPRi zapewnia pomiary w za-
kresie stezeh dostosowanym do poziomu wystepujgcego w krwi i innych ptynach ustrojowych. Na fig. 2
przedstawiona jest krzywa kalibracyjna oraz zakres prostoliniowej zaleznosci sygnatu SPRi od stezenia
mezoteliny. Biosensor zapewnia dobrg precyzje i doktadnos¢ pomiaru.

Biosensor w przyktadzie dziatania zostat wykorzystany do oznaczania mezoteliny w serii prébek
osocza krwi pacjentek ze stwierdzong endometriozg. Probka osocza krwi pacjentek ze stwierdzong en-
dometriozg jest rozcienczana buforem PBS w stosunku 1:9. Na jedno z aktywnych miejsc biosensora
jest nanoszone 3 pL tego roztworu. Po uptywie 10 min probka jest 1-krotnie przemywana buforem HBS-
ES oraz wodg. Mierzy sie sygnat SPRi. Podczas opracowania wynikdw nanoszona jest wirtualna maska
skfadajgca sie z 12 punktdéw, przyjetych jako 12 niezaleznych pomiaréw. Stezenie mezoteliny odczytuje
sie z krzywej kalibracyjnej oraz uwzglednia rozcienczenie.

Przyktad:

Z serii probek osocza krwi pacjentow ze stwierdzong endometriozg otrzymano nastepujgce wyniki
po uwzglednieniu rozcienczenia:

Probka 1 sygnat SPRi 8724 .96 wynik 7.493 ng/mL
Probka 2 sygnal SPRi 7948.75 wynik 6.822 ng/mL
Probka 3 sygnal SPRi 6828.97 wynik 5.854 ng/mL
Probka 4 sygnal SPRi 7705.82 wynik 6.6012 ng/mL
Probka 5 sygnal SPRi 572191 wynik 4.897 ng/mL
Probka 6 sygnal SPRi 874232 wynik 7.508 ng/mL
Probka 7 sygnat SPRi 5379.50 wynik 4.601 ng/mL
Probka 8 sygnat SPRi 1056081 wynik 9.080 ng/mL

Probka 9 sygnat SPRi 3488.13 wynik 2.966 ng/mL
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Zastrzezenie patentowe

. Biosensor do specyficznego oznaczania mezoteliny w ptynach ustrojowych i homogenatach
tkankowych technikg matrycowego powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji Ima-
ging, ktéry stanowi ptytke szklang pokrytg warstwg ztota na podtozu tytanu oraz siatke poli-
meru tworzgcag pek miejsc aktywnych zawierajgcych warstwe receptorowg, znamienny tym,
ze warstwe receptorowg stanowi krélicze monoklonalne przeciwciato specyficzne na mezote-
line (6), zimmobilizowane na powierzchni ztota (3) pokrytej siatkg polimeru (4), tworzacg miej-
sce aktywne, przy czym przeciwciato (6) potgczone jest z warstwg ztota (3), umieszczong na
warstwie tytanu (2) pokrywajgcy ptytke szklang (1), wigzaniem kowalencyjnym za posrednic-
twem linkera w postaci cysteaminy (5).
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