PL 249082 B1

(19)

(12)

(21)
(22)
(43)
(45)

RZECZYPOSPOLITEJ
POLSKIEJ

W FareNtowy ay PL 249082 B1
y 4

Opis patentowy

Numer zgtoszenia: 438864 (51) MKP:

Data zgtoszenia: 2021.09.01 GO1N 33/553 (2006.01)
Data publikaciji o zgtoszeniu: 2023.03.06 BUP 10/2023 GO1N 21/00  (2006.01)
Data publikacji o udzieleniu patentu: 2026.02.23 WUP 08/2026

(73) Uprawniony z patentu:
POLITECHNIKA POZNANSKA, Poznan, PL
UNIWERSYTET W BIALYMSTOKU,
Biatystok, PL
POLITECHNIKA BIALOSTOCKA, Biatystok, PL

(72) Twoérca(-y) wynalazku:
PIOTR MROZEK, Kleosin, PL
EWA GORODKIEWICZ, Biatystok, PL
PAWEL FALKOWSKI, Biatystok, PL
BOGDAN WYRWAS, Poznan, PL
ZENON LUKASZEWSKI, Kamionki, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Marcin Walkowiak, Dobra, PL

(54)

Tytut:
Chip immunosensora dla powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji imaging



2 PL 249082 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest chip immunosensora dla powierzchniowego rezonansu plazmonéw
w wersji imaging, zawierajgcy aktywne grupy aminowe oraz foliowg maske separujgca pola pomiarowe.
Chip jest przeznaczony do wytwarzania immunosensoréw przez kowalencyjne wigzanie z grupami kar-
boksylowymi przeciwciata wedtug protokotu NHS/EDS.

Techniki Powierzchniowego Rezonansu Plazmonoéw (SPR) stopniowo zwiekszajg zakres mozli-
wosci pomiarowych (A. Sankiewicz, L. Romanowicz, P. Laudanski, B. Zelazowska-Rutkowska, B. Pu-
zan, B. Cylwik, E. Gorodkiewicz, SPR imaging biosensor for determination of laminin-5 as a potential
cancer marker in biological material, Anal Bioanal Chem. 408(2016) 5269-5276; A. Sankiewicz, Z. Lu-
kaszewski, K. Trojanowska, E. Gorodkiewicz, Determination of collagen type IV by Surface Plasmon
Resonance Imaging using a specific biosensor, Anal Biochem. 515(2016) 40—46; A. Sankiewicz, A. Mar-
kowska, Z. Lukaszewski, B. Puzan, E. Gorodkiewicz, Methods for 20S Immunoproteasome and 20S
Constitutive Proteasome Determination Based on SPRI Biosensors, Cell. Molec. Bioengin. 10(2017)
174-185.40-46; A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, I. Sveklo, E. Gorodkiewicz, The development of a ma-
trix metalloproteinase-1 biosensor based on the surface plasmon resonance imaging technique, Anal.
Methods. 8(2016) 6428—6435; A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, |. Sveklo, E. Matuszczak, A. Hermano-
wicz, E. Gorodkiewicz. SPRI biosensors for quantitative determination of matrix metalloproteinase-2,
Anal. Methods. 9(2017) 2407-2414; A. Sankiewicz, L. Romanowicz, M. Pyc, A. Hermanowicz, E. Go-
rodkiewicz, SPR imaging biosensor for the quantitation of fibronectin concentration in blood samples,
J Pharmac Biomed. Anal. 150(2018)1-8; A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, A. Sankiewicz, A. Hermano-
wicz, 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.;20(2019)2166) i zastosowan
w badaniach klinicznych (A. Sankiewicz, T. Guszcz, R. Mena-Hortelano, K. Zukowski, E. Gorodkiewicz
E, Podoplanin serum and urine concentration in transitional bladder cancer, Cancer Biomark. 16(2016)
343-350; E. Matuszczak, M. Tylicka, A. Hermanowicz, W Debek, A. Sankiewicz, E. Gorodkiewicz, Ap-
plication of SPR imaging biosensor for the measurement of 20S proteasomes in blood plasma of chil-
dren with thermal injury, Annal. Clin. Lab. Sci. 46(2016) 407-411; A. Tokarzewicz, T. Guszcz, A. Ono-
piuk, R. Kozlowski, E. Gorodkiewicz, Utility of cystatin C as a potential bladder tumour biomarker con-
firmed by surface plasmon resonance technique, Indian J. A Med. Res. 218(2018) 46-50; E. Matusz-
czak, M. Tylicka, W. Debek, A. Sankiewicz, E. Gorodkiewicz, A. Hermanowicz, Overexpression of ubiqu-
itin carboxyl-terminal hydrolase L1 (UCHL1) in serum of children after thermal injury, Adv. Med. Sci.
62(2017) 83-86; A. Weremijewicz, E. Matuszczak, A. Sankiewicz, M. Tylicka, M. Komarowska, A. To-
karzewicz et al., Matrix metalloproteinase-2 and its correlation with basal membrane components lami-
nin-5 and collagen type IV in paediatric burn patients measured with Surface Plasmon Resonance Ima-
ging (SPRI) biosensors, Burns, 44(2018) 931-940;D. Toliczenko-Bernatowicz, E. Matuszczak, M. Ty-
licka, B. Szymanska, M. Komarowska , E. Gorodkiewicz, et al. Overexpression of ubiquitin carboxyl-
-terminal hydrolase 1 (UCHL1) in boys with cryptorchidism, Plos One, 13(2018) €0191806; E. Matusz-
czak, M. Tylicka, W. Debek, A. Sankiewicz, E. Gorodkiewicz, A. Hermanowicz, Concentration of Prote-
asome in the Blood Plasma of Children with Acute Appendicitis, Before and After Surgery, and Its Cor-
relation with CRP, World J Surg. 42(2018) 2259-2264; E. Matuszczak, M. Tylicka, W. Debek, A. Toka-
rzewicz, E. Gorodkiewicz, A. Hermanowicz, Concentration of UHCL1 in the Serum of Children with
Acute Appendicitis, Before and After Surgery, and Its Correlation with CRP and Prealbumin, J Investig
Surg. 31(2018) 136-141; D. Toliczenko-Bernatowicz, E. Matuszczak, M. Tylicka, A. Sankiewicz, M. Ko-
marowska, E. Gorodkiewicz, et al. 20S proteasome in the blood plasma of boys with cryptorchidism,
J Endocrinol Investig. 41(2018) 1103-1106; E. Matuszczak, A. Sankiewicz, W. Debek, Gorodkiewicz,
R. Milewski, Hermanowicz, Immunoproteasome in the blood plasma of children with acute appendicitis,
and its correlation with proteasome and UCHL1 measured by SPR imaging biosensors, Clin Exper.
Immun. 191(2018) 125-132; E. Matuszczak, M. Komarowska, M. Tylicka, W. Debek, E. Gorodkiewicz,
A. Tokarzewicz, et al, Determination of the concentration of cathepsin B by SPRI biosensor in children
with appendicitis, and its correlation with proteasomes, Adv. Clin. Exp. Med. 27(2018)1529-1534:
R. Grzywa, E. Gorodkiewicz, E. Burchacka, A. Lesner, P. Laudanski, Z. Lukaszewski, M. Sienczyk,
Determination of cathepsin G in endometrial tissue using a surface plasmon resonance imaging biosen-
sor with tailoredphosphonic inhibitor, Eur J Obstetr Gynecol Reprod Biol. 182(2014) 38—42; P. Laudan-
ski, E. Gorodkiewicz, B. Ramotowska, R. Charkiewicz, M. Kuzmicki, J. Szamatowicz, Determination of
cathepsins B, D and G concentration in eutopic proliferative endometrium of women with endometriosis
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by the surface plasmon resonance imaging (SPRI) technique, Eur. J. Obstetr. Gynecol. Reprod. Biol.
169(2013) 80-83).

Istotnym elementem procesu pomiarowego SPR jest biosensor budowany na bazie chipa — naj-
czesciej ptytki szklanej pokrytej ztotem. Wiekszo$¢ biosensoréw stosowanych fgcznie z SPR zawiera
warstwe receptorowg w postaci przeciwciata specyficznego na oznaczany marker potgczonego z war-
stwg zlota za posrednictwem linkera. W celu utatwienia i przyspieszenia procesu pomiarowego coraz
czesciej stosuje sie gotowe chipy pokryte warstwa linkera. Sg to chipy CM3, CM4, CM5 i CM7 produkcji
firmy BIACORE AB, w ktérych powierzchnia ztota jest pokryta karboksylowanym dekstranem.

W celu wytworzenia biosensora wystarczy zimmobilizowaé odpowiednie przeciwciato stosujgc
procedure NHS/EDS. Przyktady takiego rozwigzania sg przedstawione w pracach: Sahu V, Gupta A.,
Kumar R, Gupta T, Mohan A., Dey S., Quantification of Racl and Raclb in serum of non small cell lung
cancer by label free real time assay. Clin. Chim. Acta. 460(2016) 231-235; Banerjee J, Pradhan R,
Gupta A, Kumar R, Sahu V, Upadhyay AD, Chaterjee P, Dwivedi S., Dey S., Dey A. B., CDK4 in lung,
and head and neck cancers in old age: evaluation as a biomarker, Clin. Transl. Oncol. 19(2017)
571-578; Kim D.-H.; Cho I-H.; Park J-N; Paek S-H.; Cho H-M.; Paek, S-H. Semi-continuous, real-time
monitoring of protein biomarker using a recyclable surface plasmon resonance sensor, Biosens. Bioe-
lectr. 88(2017) 232—-239).

Stosowanie ziota do tworzenia biosensoréw wynika z wtasciwosci powierzchniowych tego pier-
wiastka, a takze z silnego sygnatu SPR. Jednak jeszcze silniejszy sygnat SPR uzyskuje sie stosujgc
chip pokryty metalicznym srebrem (A. S. Baburin, A. M. Merzlikin, A. V. Baryshev, I. A. Ryzhikov, Y. V.
Panfilov, I. A. Rodionov, Silver-based plasmonics: golden material platform and application challenges,
Opt. Mater. Express 2019; 9(2):611).

Jednak powierzchnia srebra stosunkowo fatwo ulega utlenieniu, co utrudnia stosowanie chipéw
pokrytych srebrem do tworzenia biosensoréw SPR (H. U. Yang, J. D’Archangel, M. L. Sundheimer, E. Tuc-
ker, G. D. Boreman, M. B. Raschke, Optical dielectric function of silver, Phys. Rev. B 2015;91:235137).

W celu zwiekszenia wydajnosci procedury pomiarowej, stosowane sg biochipy w formacie ma-
cierzowym (Array Format SPR Chip). Panele biosensoréw tego typu sg wyposazone w liczne pola po-
miarowe, wykonywane réznymi metodami, np. przez osadzenie na szkle w regularnych odstepach izo-
lowanych od siebie warstw metalu o ksztaicie kotowym lub kwadratowym (Templier V, Livache T, Bois-
set S, Maurin M, Slimani S, Mathey R, Roupioz Y, Biochips for Direct Detection and Identification of
Bacteria in Blood Culture-Like Conditions, Sci Rep 2017;7(1):9457; Michael D. Zordan, Meggie MG
Grafton, Kinam Park, James F. Leary, The design of a microfluidic biochip for the rapid, multiplexed
detection of foodborne pathogens by surface plasmon resonance imaging, Proc. of SPIE Vol. 7553
755307-1; Yong Cao, Bethany Griffith, Prasanna Bhomkar, David S. Wishartb, Mark T. McDermott,
Functionalized gold nanoparticle-enhanced competitive assay for sensitive small-molecule metabolite
detection using surface plasmon resonance, Analyst, 2018, 143, 289-296), przez wykorzystanie nano-
czastek lub krysztatéw fotonicznych o zréznicowanym ksztatcie. Jeden ze sposobéw polega na nanie-
sieniu na jednorodng cienkg warstwe ztota maski (siatki) fotopolimerowej w formie regularnie rozmiesz-
czonych i odseparowanych od siebie pél pomiarowych (E. Gorodkiewicz, E. Regulska, SPR Imaging
Biosensor for Aspartyl Cathepsins: Sensor Development and Application for Biological Material, Protein
& Peptide Letters, 2010, 17, 1148-1154).

Istnieje mozliwos$¢ jednoczesnej realizacji pojedynczych pomiaréw oddzielnie w kazdym polu (ok-
nie maski), szczegolnie przy wykorzystaniu metody SPR w wersji Imaging (SPRI) (Michael D. Zordan,
Meggie M. G. Grafton, Ghanashyam Acharya, Lisa M. Reece, Christy L. Cooper, Arthur I. Aronson,
Kinam Park, James F. Leary, Detection of Pathogenic E. coli 0157:117 by a Hybrid Microfluidic SPR
and Molecular Imaging Cytometry Device, Cytometry Part A, 75A: 155-162, 2009). Wydajnos¢ proce-
dury rosnie stosownie do liczby pdl na powierzchni biosensora.

Rozwigzanie wedtug wynalazku przedstawia chip zawierajgcy na powierzchni grupy aminowe,
ktory jest przygotowany do wytworzenia immunosensora przez przytgczenie stosowanego przeciwciata
wedtug procedury NHS/EDS.

Jest to korzystniejsze rozwigzanie w odniesieniu do dostepnych komercyjnie chipdéw serii CM np.
CMS5, ktére posiadajg na swojej powierzchni grupy karboksylowe. Grupy aminowe sg korzystniejszg
propozycjg poniewaz przeciwciata po immobilizacji sg korzystniej zorientowane. Przeciwciata majg za-
kumulowane grupy karboksylowe z przeciwnej strony niz grupy aktywne. Dlatego immobilizacja oparta
o chip zwierajgcy powierzchniowe grupy aminowe prowadzi do korzystniejszego ustawienia przeciw-
ciata w biosensorze.
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Ponadto zastrzegane rozwigzanie zawiera warstwe metaliczng sktadajacy sie z podktadu srebra
oraz powierzchniowej warstwy ztota. Taki uklad wykazuje silniejszy sygnat SPR charakterystyczny dla
srebra, zachowujgc zalety powierzchniowej warstwy ztota (brak utleniania, reaktywnos$¢ z tiolami).

Ponadto powierzchnia chipa jest wariantowo dzielona na pewng liczbe p6l pomiarowych dzieki
separacji powierzchni na pola pomiarowe przez folie polipropylenowg umieszczong na podfozu statego
spoiwa akrylowego na bazie wody.

Takie rozwigzanie umozliwia réwnoczesny pomiar kilku probek lub kilku powtérzen tej samej
prébki lub utworzenia panelu kilku biosensoréw.

Istotg wynalazku jest chip immunosensora dla powierzchniowego rezonansu plazmonoéw w wersji
imaging przeznaczony do wytwarzania immunosensorow przez kowalencyjne wigzanie z grupami kar-
boksylowymi przeciwciata wedtug protokotu NHS/EDS. Chip zawiera ptytke szklang pokrytg warstwg
metaliczng z warstwg roboczg oraz warstwg zewnetrzng z co najmniej jednym polem pomiarowych.

Warstwe metaliczng umieszczong na ptytce szklanej, korzystnie BK7, stanowi warstwa metalicz-
nego chromu, korzystnie o grubosci 1 nm, nastepnie warstwa srebra korzystnie o grubosci 35 nm oraz
umieszczona na niej warstwa ztota, korzystnie o grubosci 5 nm.

Powierzchnia ztota pokryta jest zimmobilizowang cysteaming (warstwa robocza).

Zewnetrzng warstwe umieszczong na warstwie ztota pokrytej zimmobilizowang cysteaming sta-
nowi folia polipropylenowa, korzystnie o grubosci 30 um i gramaturze 28 g/m?2 o wytrzymatosci na roz-
cigganie min. 130 kN/m z posrednig warstwg adhezyjng ze statego akrylowego spoiwa na bazie wody,
korzystnie o przyczepnosci 9N.

Korzystnym wariantem chipa jest ukfad, w ktérym warstwa zewnetrzna podzielona jest na kilka
pol pomiarowych z wykorzystaniem okien w warstwie zewnetrznej. Kazde okno stanowi w tym uktadzie
pole pomiarowe.

Chip immunosensora dla powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji imaging przezna-
czony do wytwarzania immunosensorow przez kowalencyjne wigzanie z grupami karboksylowymi prze-
ciwciata wedtug protokotu NHS/EDS w przyktadzie realizacji pokazano na rysunku, na ktérym fig. 1
przedstawia schematyczny przekréj chipa, a fig. 2 krzywa kalibracyjng katepsyny S uzyskang z zasto-
sowaniem immunosensora ha bazie chipa.

Chip immunosensora dla powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji imaging przezna-
czony do wytwarzania immunosensorow przez kowalencyjne wigzanie z grupami karboksylowymi prze-
ciwciata wedtug protokotu NHS/EDS zawiera ptytke szklang pokrytg warstwg metaliczng i warstwg re-
ceptorowg oraz warstwg zewnetrzng.

Warstwe metaliczng umieszczong na ptytce szklanej 1 — w przyktadzie BK7, stanowi warstwa
metalicznego chromu 2 o grubosci 1 nm, nastepnie warstwa srebra 3 o grubosci 35 nm oraz umiesz-
czona na niej warstwa ztota 4 o grubosci 5 nm.

Powierzchnia ztota pokryta jest zimmobilizowang cysteaming.

Zewnetrzng warstwe umieszczong na warstwie ztota pokrytej zimmobilizowang cysteaming sta-
nowi folia polipropylenowa 6 o grubosci 30 um i gramaturze 28 g/m? o wytrzymatosci na rozcigganie
min. 130 kN/m z posrednig warstwg adhezyjng 5 ze statego akrylowego spoiwa na bazie wody o przy-
czepnosci 9N, dzielgca powierzchnie chipa, z wykorzystaniem okien 7 w warstwie zewnetrznej, na kilka
pél pomiarowych.

Chip w przykfadzie dziatania zostat wykorzystany do wytworzenia immunosensora do oznaczania
katepsyny S.

Warstwe receptorowg immunosensora tworzy monoklonalne szczurze przeciwciato specyficzne
na katepsyne S. Zaktywowanie przeciwciata uzyskano przez zmieszanie roztworu przeciwciata o steze-
niu 20 ng mL*z 250 nM EDS i 250 nM NHS w obecnosci buforu weglanowego o pH 8.5. Tak uzyskano
aktywacje przeciwciata. Aktywowany roztwér przeciwciata naniesiono na robocze miejsca chipa i pozo-
stawiono na 60 min. Powierzchnie chipa sptukano kilkakrotnie wodg redestylowang, po czym naniesiono
roztwér BSA o stezeniu 1 ng mL* w celu deaktywacji miejsc na powierzchni chipa nie obsadzonych
przez przeciwciato. Uzyskany immunosensor przemyto kilkakrotnie wodg redestylowang i osuszono
strumieniem argonu. Wykonano pomiar SPRi stanowigcy wynik odniesienia. Nastepnie naniesiono roz-
twor katepsyny S o znanym stezeniu pozostawiajgc na 10 min, po czym chip 6-krotnie przemyto buforem
HBS-ES oraz wodg redestylowang, wysuszono strumieniem argonu i ponownie wykonano pomiar SPRI.
Wyniki serii pomiaréw roztworéw katepsyny S o stezeniach od 0,1 do 1,5 ng/mL zabrano w Tabeli 1
i naniesiono na fig. 2. Liniowos¢ uzyskanej krzywej kalibracyjnej $wiadczy o prawidtowej pracy otrzyma-
nego immunosensora.
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Tabela 1
C Kkatepsyna S
Sygnal SPRI SD
[ng/mL]

0,1 7144 130

0,5 8104 417

1 9492 169

1,5 11077 158

Krzywa kalibracyjna katepsyny S uzyskana z zastosowaniem immunosensora na bazie bimeta-
licznego chipa (fig. 2).

Zastrzezenia patentowe

1. Chip immunosensora dla powierzchniowego rezonansu plazmonoéw w wersji imaging, prze-
znaczony do wytwarzania immunosensoréw przez kowalencyjne wigzanie z grupami karbok-
sylowymi przeciwciata wedtug protokotu NHS/EDS, zawierajgcy ptytke szklang pokrytg war-
stwg metaliczng z warstwg roboczg oraz warstwg zewnetrzng z co najmniej jednym polem
pomiarowym znamienny tym, ze warstwe metaliczng umieszczong na ptytce szklanej (1),
korzystnie BK7, stanowi warstwa metalicznego chromu (2), korzystnie o grubosci 1 nm, na-
stepnie warstwa srebra (3), korzystnie o grubosci 35 nm oraz umieszczona na niej warstwa
ztota (4), korzystnie o grubosci 5 nm, przy czym powierzchnia ztota pokryta jest zimmobilizo-
wang cysteaming, a zewnetrzng warstwe umieszczong na warstwie ztota pokrytej zimmobili-
zowang cysteaming stanowi folia polipropylenowa (6), korzystnie o grubosci 30 um i gramatu-
rze 28 g/m? o wytrzymatosci na rozcigganie min. 130 kN/m z posrednig warstwg adhezyjng (5)
ze statego akrylowego spoiwa na bazie wody, korzystnie o przyczepnosci 9N.

2. Chip immunosensora wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze warstwa zewnetrzna posiada kilka
pol pomiarowych i podzielona jest z wykorzystaniem okien (7) w warstwie zewnetrznej.
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