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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biosensor, wykorzystujgcy jako metode detekcji powierzchniowy re-
zonans plazmonowy do jednoczesnych i selektywnych oznaczen 2,3-dioksygenazy indolaminy (IDO-1)
oraz interferonu gamma (IFN-y) w ludzkim materiale biologicznym.

L-tryptofan (L-Trp) jest jednym z najwazniejszych aminokwasow i nieustannie ulega procesowi
metabolizmu. Proces ten zapoczatkowany oraz kontrolowany jest przez enzym IDO-1, ktérego poziom
ekspresji zalezy natomiast od IFN-y. Wzrost ekspresji IDO-1 wywotany dziataniem IFN-y uruchamia
szlak kinureninowy metabolizmu L-Trp, ktéry prowadzi do syntezy najwazniejszych metabolitéw L-Trp,
czyli kinureniny (KYN), 3-hydroksykinureniny (3-HK) oraz kwasu 3-hydroksyantranilowego (3-HAA).
Fiore, A.; Murray, P.J. Tryptophan and Indole Metabolism in Immune Regulation. Curr Opin Immunol
2021, 70, 7-14, doi:10.1016/J.C0OI.2020.12.001.

Ekspresja IDO-1 regulowana jest przez odpowiednie szlaki sygnalizacyjne, przy udziale takze
IFN-y. W mikro $rodowisku nowotworu IDO-1 dziata immunosupresyjnie i ma zwigzek z progresjg no-
wotworu. Fujiwara, Y.; Kato, S.; Nesline, M.K.; Conroy, J.M.; DePietro, P.; Pabla, S.; Kurzrock, R. Indo-
leamine 2,3-Dioxygenase (IDO) Inhibitors and Cancer Immunotherapy. Cancer Treat Rev 2022, 110,
102461, doi:10.1016/J.CTRV.2022.102461.

W organizmie ludzkim enzym ten ulega konstytutywnej ekspresji m.in. w komaoérkach srédbtonka
tozyska i ptuc, komodrkach nabtonka zenskich narzgdéw piciowych, komoérkach w narzgdach limfatycz-
nych oraz komdrkach p wysp trzustkowych u oséb zdrowych. Wspomniana zaleznosé¢ ekspresji IDO-1
zalezna od IFN-y moze stanowi¢ mechanizm odpowiedzi przeciwzapalnej, ktory jest szeroko wykorzy-
stywany przez nowotwory dla ufatwienia tzw. ucieczki immunologicznej. Pallotta, M.T.; Rossini, S.; Su-
vieri, C.; Coletti, A.; Orabona, C.; Macchiarulo, A.; Volpi, C.; Grohmann, U. Indoleamine 2,3-Dioxyge-
nase 1 (IDO1): An up-to-Date Overview of an Eclectic Immunoregulatory Enzyme. FEBS J 2022, 289,
6099-6118, doi:10.1111/FEBS.16086. Poza tym, IDO-1 to wazny enzym kontrolujgcy uktad odporno-
Sciowy, dzieki czemu IDO-1 odpowiada za regulacje istotnych funkcji fizjologicznych i przyczynia sie do
modulacji patogenezy i nasilenia stanéw zapalnych, choréb zakaznych, zaburzen alergicznych oraz au-
toimmunologicznych, chordb neurologicznych i nowotworowych. Yeung, AW.S.; Terentis, A.C.; King,
N.J.C.; Thomas, S.R. Role of Indoleamine 2,3-Dioxygenase in Health and Disease. Clin Sci (Lond)
2015, 129, 601-672, do0i:10.1042/CS20140392.

Kazda ze znanych cytokin wykazuje dziatanie prozapalne lub przeciwzapalne oraz regulacyjne.
Spora grupa z nich moze wywotywac¢ te dwa efekty jednoczesnie. Takg cytoking jest m.in. IFN-y, ktory
uznany jest za cytokine immunostymulujgcg. Ponad to, IFN-y wywotuje nadekspresje czasteczek prze-
ciwzapalnych, w tym wczesniej wielokrotnie wspomnianej czgsteczki IDO-1. Sam IFN-y wytwarzany jest
gtéwnie przez komorki NK (ang. natural killer), komorki T CD4* i CD8* oraz komérki NKT. IFN-y i IDO-1
dziatajg synergistycznie i przy tym przyczyniajg sie do szybszego rozktadu L-Trp, a dzieki temu sg nie-
zwykle istotne w obronie przeciwwirusowej, a poza tym, podnoszg odpornos¢ na patogeny wewnatrz-
komoérkowe. Fallarino, E; Grohmann, U.; Puccetti, P. Indoleamine 2,3-Dioxygenase: From Catalyst to
Signaling Function. Eur J Immunol 2012, 42, 1932-1937, do0i:10.1002/EJ1.201242572.

Biorgc zatem pod uwage opisane wyzej funkcje i wzajemne zaleznosci miedzy IDO-1 a IFN-y
w organizmie ludzkim, zasadne jest opracowanie nowej metody jednoczesnych oznaczen IDO-1 oraz
IFN-y w ludzkich ptynach ustrojowych. Obecnie, analiza ilociowa IDO-1 mozliwa jest do przeprowadze-
nia jedynie testem ELISA. Zoga, M.; Oulis, P.; Chatzipanagiotou, S.; Masdrakis, V.G.; Pliatsika, P.; Bo-
ufidou, F.; Foteli, S.; Soldatos, C.-R.; Nikolaou, C.; Papageorgiou, C. Indoleamine 2,3-Dioxygenase and
Immune Changes Under Antidepressive Treatment in Major Depression in Females. In Vivo 2014, 28,
633-638. Wiekszos¢ badah nad poziomem tego enzymu skupia sie na pomiarach jego aktywnosci,
poprzez wyznaczenie stosunku stezen KYN do L-Trp, Wongpraparut, N.; Pengchata, P.; Piyophirapong,
S.; Panchavinnin, P.; Pongakasira, R.; Arechep, N.; Kasetsinsombat, K.; Maneechotesuwan, K. Indole-
amine 2,3 Dioxygenase (IDO) Level as a Marker for Significant Coronary Artery Disease. BMC Car-
diovasc Disord 2021, 21, 1-10, doi:10.1186/S12872-021-02140-0, co stwarza trudnos¢ w postaci ko-
niecznosci opracowania metod oznaczen zaréwno KYN, jak i L-Trp. Pozostate metodyki badania ak-
tywnosci IDO-1 réwniez w pewnym stopniu powigzane sg z syntezg KYN z L-Trp. Przyktadowo, opra-
cowano metode spektrofotometryczng, w ktérej o aktywnosci IDO-1 swiadczy ilos¢ mierzonego zéttego
barwnika pochodzgcego z KYN. Inna metoda opiera sie na oznaczaniu powstajgcych in situ fluoroforow
pochodzacych z N-formylkinureniny (produkt posredni miedzy L-Trp a KYN). Test NFK GreenScreen™,
ktoéry dziata w oparciu o powstajgce na drodze rozpadu L-Trp do KYN i w obecno$ci odczynnika NFK
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GreenScreen™ czgsteczki emitujgce fluorescencje, takze wykorzystywany jest do oznaczania aktyw-
nosci IDO-1. Zhao, Y.; Wang, B.; Liu, J.; Sun, P.; Liu, H. An Overview on the Methods of Determining
the Activity of Indoleamine 2,3-Dioxygenase 1. J Drug Target 2019, 27, 724-731, doi:10.1080/-
/1061186X.2018.1523416.

W przypadku analiz ilosciowych IFN-y najszerzej wykorzystuje sie metody elektrochemiczne. W li-
teraturze obecne sg opisy biosensorow do oznaczen IFN-y, za pomocg ktorych dokonywano oznaczen
w Slinie — Sanchez-Tirado, E.; Gonzalez-Cortés, A.; Yafiez-Sedefio, P.; Pingarrén, J.M. Electrochemical
Immunosensor for the Determination of the Cytokine Interferon Gamma (IFN-y) in Saliva. Talanta 2020,
211, 120761, doi:10.1016/J.TALANTA.2020.120761 i surowicy Ruecha, N.; Shin, K.; Chailapakul, O.;
Rodthongkum, N. Label-Free Paper-Based Electrochemical Impedance Immunosensor for Human In-
terferon Gamma Detection. Sens Actuators B Chem 2019, 279, 298-304, doi:10.1016/J.SNB.2018.10.024
oraz biosensorow, ktore zostaty opracowane, ale nie uzyto ich do oznaczen IFN-y w probkach rzeczywi-
stych, jak opisano w pracach: Dijksma, M.; Kamp, B.; Hoogvliet, J.C.; Van Bennekom, W.P. Deve-
lopment of an Electrochemical Immunosensor for Direct Detection of Interferon-y at the Attomolar Level.
Anal Chem 2001, 73, 901-907, doi:10.1021/AC001051H/ASSET/IMAGES/LARGE/AC001051HF00008.
JPEG; Wang, X.; Han, X.; Ma, A.; Chen, L.; Liang, H.; Litifu, A.; Xue, F. Fabrication of Electrochemical
Immunosensor for Interferon-y Determination and Its Application of Tuberculosis Diagnosis. Int J Elec-
trochem Sci 2017, 12, 7262-7271, doi:10.20964/2017.08.67; Xia, J.; Song, D.; Wang, Z.; Zhang, F.;
Yang, M.; Gui, R.; Xia, L.; Bi, S.; Xia, Y.; Li, Y.; et al. Single Electrode Biosensor for Simultaneous
Determination of Interferon Gamma and Lysozyme. Biosens Bioelectron 2015, 68, 55-61,
doi:10.1016/J.B10S.2014.12.045 oraz Januarie, K.C.; Uhuo, O. V.; lwuoha, E.; Feleni, U. Recent Ad-
vances in the Detection of Interferon-Gamma as a TB Biomarker. Anal Bioanal Chem 2022, 414, 907—-
921, doi:10.1007/S00216-021-03702-Z/TABLES/3.

Poza metodami oznaczen wykorzystujacych biosensory elektrochemiczne, badacze korzystali
z elektroforezy kapilarnej, Hang, H.; Jin, W. Determination of Different Forms of Human Interferon-y in
Single Natural Killer Cells by Capillary Electrophoresis with on-Capillary Immunoreaction and Laser-
Induced Fluorescence Detection. Electrophoresis 2004, 25, 1090-1095, doi:10.1002/ELPS.200305803,
aptasensora fluorescencyjnego, Chen, P.; Peng, W.; Qu, R.; He, Y.; Liu, T.; Huang, J.; Ying, B. Fluore-
scence Aptasensor of Tuberculosis Interferon-T'in Clinical Samples Regulated by Steric Hindrance and
Selective Identification. Anal Chem 2022, 94, 9122-9129, doi:10.1021/ACS. ANALCHEM.2C01530/AS-
SET/IMAGES/LARGE/AC2C0153 0_0005.JPEG, cytometrii przeptywowej Carrock Sewell, W.A.; North,
M.E.; Webster, A.D.B.; Farrant, J. Determination of Intracellular Cytokines by Flow-Cytometry Following
Whole-Blood Culture. J Immunol Methods 1997, 209, 67-74, doi:10.1016/S0022-1759(97)00150-6
i multipleksowego testu immunologicznego. Lieberman, J.A.; Moscicki, A.B.; Sumerel, J.L.; Ma, Y.;
Scott, M.E. Determination of Cytokine Protein Levels in Cervical Mucus Samples from Young Women
by a Multiplex Immunoassay Method and Assessment of Correlates. Clinical and Vaccine Immunology
2008, 15, 49-54, doi:10.1128/CVI1.00216-07. Aktualnie, nie opracowano jeszcze biosensora do jedno-
czesnych oznaczen IDO-1 i IFN-y w prébkach rzeczywistych. Opracowanie nowego biosensora do jed-
noczesnych oznaczen IDO-1 i IFN-y stanowi wiec krok rozwojowy w kierunku metod oznaczen tych
dwdch biatek, od ktérych zalezy jeden z najwazniejszych proceséw zyciowych w stanach fizjologicznych
i patologicznych, a wiec metabolizm tryptofanu.

Detekcja oparta jest natomiast o Powierzchniowy Rezonans Plazmonowy w wersji obrazowej,
ktérego istota oraz najnowsze trendy i zastosowania aplikacyjne przedstawione zostaty w pracach m.in.:

e Gorodkiewicz, E.; Lukaszewski, Z. Recent Progress in Surface Plasmon Resonance Biosen-
sors (2016 to Mid-2018). Biosensors 2018, 8, 1-18, doi:10.3390/bios8040132;

e Amine, A.; Arduini, F.; Moscone, D.; Palleschi, G. Recent Advances in Biosensors Based on
Enzyme Inhibition. Biosensors and Bioelectronics 2016, 76, 180-194, doi:10.1016/-
/j.bi0s.2015.07.010;

e Bockovaacute, M.; Slabyacute, J.; Scaronpringer, T.; Homola, J. Advances in Surface Pla-
smon Resonance Imaging and Microscopy and Their Biological Applications. Annual Review
of Analytical Chemistry 2019, 12, 151-176, doi:10.1146/annurev-anchem-061318-115106;

e Wang, D,; Loo, J.F.C.; Chen, J.; Yam, Y.; Chen, S.C.; He, H.; Kong, S.K.; Ho, H.P. Recent
Advances in Surface Plasmon Resonance Imaging Sensors. Sensors 2019, 19, 1266,
doi:10.3390/s19061266;
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e Jebelli, A.; Oroojalian, F.; Fathi, F.; Mokhtarzadeh, A.; de la Guardia, M. Recent Advances in
Surface Plasmon Resonance Biosensors for MicroRNAs Detection. Biosens Bioelectron
2020, 169, 112599, d0i:10.1016/j.bi0s.2020.112599;

e Bonyar, A. Label-Free Nucleic Acid Biosensing Using Nanomaterial-Based Localized Surface
Plasmon Resonance Imaging: A Review. ACS Appl Nano Mater 2020, 3, 8506-8521,
doi:10.1021/acsanm.0c01457;

e czy Wu, W.; Yu, X.; Wu, J.; Wu, T.; Fan, Y.; Chen, W.; Zhao, M.; Wu, H.; Li, X.; Ding, S.
Surface Plasmon Resonance Imaging-Based Biosensor for Multiplex and Ultrasensitive De-
tection of NSCLC-Associated Exosomal MiRNAs Using DNA Programmed Heterostructure of
Au-on-Ag. Biosens Bioelectron 2021, 175, 112835, doi:10.1016/j.bios.2020.112835.

Biosensor wychwytuje wytgcznie oznaczang substancije z roztworu, a aparatura SPRi reaguje na
przyrost masy na powierzchni biosensora i przeksztatica go w sygnat analityczny. Rozwigzanie takie
charakteryzuje prostota zaréwno wykonania biosensora, jak i przeprowadzenia procesu pomiarowego.
Dlatego rozwigzanie to, moze konkurowac z obecnie stosowanymi metodami oznaczania substanciji
biologicznie aktywnych. Wedtug obecnego stanu techniki istniejg liczne biosensory SPRi umozliwiajgce
oznaczania stezenia substancji bioaktywnych. Takie biosensory ujawniajg przyktadowe opisy
JP2009133844 (A), US6239255, PL223400, PL210052, czy tez PL222548.

Istotg wynalazku jest biosensor do specyficznego i jednoczesnego oznaczania 2,3-dioksygenazy
indolaminy IDO-1 oraz interferonu gamma IFN-y w ludzkim materiale biologicznym z wykorzystaniem
techniki powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji Imaging. Opracowany biosensor wykorzy-
stuje biotynylowane monoklonalne krolicze przeciwciata specyficznie rozpoznajgce IDO-1, jak i IFN-y
jako ligand (warstwa receptorowa), czyli element wychwytujgcy analit (IDO-1, jak i IFN-y) z roztworu
prébki. Biosensor wedtug wynalazku zawiera ptytke szklang, pokrytg 50 nm warstwg ztota, umieszczong
na 1 nm warstwie tytanu, oraz przyklejong do zlotej powierzchni hydrofobowg i odporng chemicznie
cienkg folie o grubosci 20 um, ktora tworzy dwanascie odrebnych miejsc aktywnych — w matrycy 3x4,
Z ktérymi na drodze reakcji chemicznych, sprzegana jest warstwa ligandow. Ligandami sg wymienione
wyzej przeciwciata, zimmobilizowane na powierzchni ztota poprzez oddziatywania ze streptawidyng,
ktéra wigzaniem kowalencyjnym zwigzana jest z warstwg karboksymetylodekstranu. Funkcje tgcznika
karboksymetylodekstranu (a zatem i calej reszty biosensora) z warstwg metaliczng (zloto) stanowi
3- merkapto-1-ol.

Biosensor do jednoczesnego oznaczania stezenia IDO-1 i IFN-y w ptynach ustrojowych i homo-
genatach tkankowych w przyktadzie realizacji, zostat przedstawiony na rysunku, na ktérym fig. 1 przed-
stawia schemat biosensora a fig. 2 prezentuje krzywg kalibracyjng metody jednoczesnych oznaczenh
IDO-1 i IFN-y — zmienno$¢ liniowg sygnatu w zaleznoéci od stezenia IDO-1, jak i IFN-y.

Biosensor do specyficznego i jednoczesnego oznaczania 2,3-dioksygenazy indolaminy IDO-1 oraz
interferonu gamma IFN-y w ludzkim materiale biologicznym z wykorzystaniem techniki powierzchniowego
rezonansu plazmondw w wersji Imaging sktada sie z ptytki szklanej 1 pokrytej 1 nm warstwg tytanu 2,
50 nm warstwg zilota 3 oraz hydrofobowe;j folii 4 tworzacej dwanascie miejsc aktywnych (w matrycy 4x3)
— przykfad miejsca aktywnego 5. Na kazdym z nich, znajduje sie warstwa linkera — 3-merkapto-1-olu 6
stanowigca tacznik miedzy warstwg metaliczng a pozostatymi czeSciami biosensora. Do warstwy linkera
przytaczona jest warstwa karboksymetylodekstranu 7, z ktérg wigzaniem kowalencyjnym zwigzana jest
streptawidyna 8. Biotynolowany ligand specyficzny dla IDO-1, jak i IFN-y 9 oddziatuje ze streptawidyng na
zasadzie oddziatywan fizykochemicznych, charakteryzujgcych sie wysokim powinowactwem biotyny do
streptawidyny. Ligand specyficznie wytapuje IDO-1, jak i IFN-y 10 z badanego roztworu.

Fig. 2 rysunku prezentuje krzywa kalibracyjng metody jednoczesnych oznaczer IDO-1 (A) i IFN- y
(B) — zmiennosc¢ liniowg sygnatu w zaleznosci od stezenia IDO-1, jak i IFN-y. Biosensor SPRi zapewnia
pomiary w zakresie stezeh dostosowanym do poziomu wystepujgcego w krwi i innych ptynach ustrojo-
wych oraz homogenatach tkankowych. OdpowiedZ biosensora jest liniowa, co jest istotne dla dokfad-
nego wyznaczenia wyniku. Biosensor zapewnia dobrg precyzje i doktadnos¢ pomiaru. Poza tym, wyka-
zuje granice wykrywalno$ci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ), pozwalajace na iloSciowy pomiar stezenia
IDO-1 oraz IFN-y w ludzkich ptynach ustrojowych — LODipo-1 = 0.27 ng/mL, LOQipo1 =0.81 ng/mL;
LO Dirny = 1.76 pg/mL, LOQirny = 5.29 pg/mL.

Biosensor jest specyficzny w tym sensie, ze wychwytuje tylko IDO-1 oraz IFN-y sposréd innych
substancji obecnych w ptynach ustrojowych. Mierzalnym parametrem specyficznosci jest wyznaczona
wartosc¢ stezenia IDO-1 i IFN-y w probce standardowej, w ktérej znajdowata sie mieszanina biatek o ste-
zeniach 5 ng/mL, ale w prébce nie byto IDO-1, jak i IFN-y. Wyznaczone wartosci stezen IDO-1 i IFN-y
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znajdowaty sie ponizej LODipo-1 oraz ponizej LODirn-, CO Oznacza, iz zastosowane ligandy nie reaguja
z innymi, niz docelowe anality biatkami obecnymi w prébce. W tabeli 1 zestawiono wyniki z przeprowa-
dzonych badan.

Tabela 1.
Wyniki badan nad specyficznoscig opracowanej metody jednoczesnych oznaczen IDO-1 i IFN-y.
Oznaczenia IDO-1
I SVONg i . Stezenie
et | e T M | w0

[ng/mL]
IFN-y 1539.71 | 1531.35 | 1544.79 1538.62 0.01 (<LOD)
VEGF-A 1541.59 | 1536.93 | 1556.67 1545.06 0.02 (<LOD)
VEGF-R2 1537.2 1545.28 | 1540.48 1540.99 0.02 (<LOD)
FGF-2 5 ng/mL 1539.88 | 1538.97 | 1537.41 1538.75 0.01 (<LOD)
NRP-1 1531.05 | 1544.03 | 1547.76 1540.95 0.02 (<LOD)
KatB 154418 | 1531.47 | 1534.76 1536.80 0.01 (<LOD)
Kat S 1546.58 | 1545.14 | 1535.12 1542.28 0.02 (<LOD)

Oznaczenia IFN-y

Lo Syeng i . Stezenie

[pg/mL]
1IDO-1 3240.09 | 3240.19 | 3238.08 3239.45 1.54 (<LOD)
VEGF-A 3236.85 | 3240.61 | 3239.24 3238.90 0.73 (<LOD)
VEGF-R2 3240.66 | 32388 | 3239.12 3239.53 1.64 (<LOD)
FGF-2 5 ng/mL 3239.65 | 3240.11 | 3237.06 3238.94 0.79 (<LOD)
NRP-1 3240.68 | 3237.89 | 3237.38 3238.65 0.36 (<LOD)
Kat B 3238.01 | 3241.37 | 3236.94 3238.77 0.54 (<LOD)
Kat S 3235.86 | 324096 | 3240.63 3239.15 1.09 (<LOD)

Precyzja pomiaru, dokonywanego za pomocg biosensora SPRi czutego na IDO-1 i IFN-y, spraw-
dzona zostata poprzez 3-krotny pomiar znanych stezen roztworéw standardowych o stezeniach 0.81;
1.00; 5.00; 10.00 ng/mL dla IDO-1 oraz o stezeniach 5.29; 10.00; 1000.00; 10 000.00 pg/mL dla IFN-y.
Obliczono wspétczynnik zmiennosci (CV)*, ktérego warto$¢ dla oznaczenh IDO-1 waha sie w granicach
0.36—6.51%, natomiast dla oznaczen IFN-y miesci sie¢ w przedziale 0.07-4.15%. Poniewaz we wszyst-
kich przypadkach wspétczynnik ten jest mniejszy niz 25%, pomiary stezenia IDO-1 i IFN-y za pomoca
biosensora uznano za precyzyjne. W tabeli 2 zestawiono wyniki z przeprowadzonych badan.

Tabela 2.
Zestawienie wynikow precyzji pomiaru IDO-1
i IFN-y skonstruowanym biosensorem.

Stezenie roztworu standardowego

Oznaczenia [ng/mL]

081 | 1 | 5 | 10
IDO-1 Stezenie oznaczone

[ng/mL]
1 0.87 1.01 5.03 9.89
11 0.94 0.89 493 9.94
111 0.83 0.98 5.01 9.96

Srednia wartos§¢

stezenia [ng/mL] 0.88 0.96 4.99 993
SD [ng/mL] 0.06 0.06 0.05 0.04

CV [%] 6.33 6.51 L.06 0.36
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Stezenie roztworu standardowego
Oznaczenia [pg/mL]
529 [ 10 [ 1000 [ 10000
IFN-y Stezenie oznaczone
[pg/mL]
1 5.78 9.92 996.76 | 9998.64
11 5.69 1046 | 1002.45 | 998535
111 5.34 9.79 993.32 | 9997.75
Srednia wartos¢ 5.60 1006 | 997.51 | 9993.91
steZzenia [ng/mL]
SD [ng/mL] 0.23 0.36 461 743
CV (%] 4.15 353 | 046 0.07
s cv=—2x__.1009%
srednie

SD —odchylenie standardowe
C — Srednia arytmetyczna stezenia z 3 powtorzen pomiaru

Powtarzalnos¢ pomiaru za pomocg biosensora zbadana zostata poprzez 5-krotne powtérzenie
pomiaru stezenia IDO-1 i IFN-y w probce rzeczywistej surowicy i homogenatu tkankowego. Powtarzal-
nosc¢ okreslono za pomocg CV, ktérych wartosci zestawiono w tabeli 3.

srednie

Tabela 3.
Zestawienie wartosci CV dla obliczen powtarzalnosci pomiaréw skonstruowanym biosensorem.
IDO-1 . IDO-1 .
. Stezenie [ng/mL] (homogenaty Ste¢zenie [ng/mL]
(surowica)
tkankowe)
I 38.28 1 22.66
11 35.97 1T 21.75
11 37.64 11 23.02
v 39.76 v 22.89
\'% 37.55 A" 20.93
Srednia wartosc Sredmia wartosé -
stezenia [ng/mL| 3784 stezenia [ng/mL] 2225
SD |ng/mL| 1.37 SD |ng/mL| 0.89
CV [%] 3.62 CV[% 4.00
IFN-y . IFN-y .
. Stezenie [pg/mL] (homogenaty Stezenie [pg/mL]
(surowica)
tkankowe)
I 190.1 | 240
11 188.76 I1 223
111 195.03 111 251
IV 183.54 IV 242
V 197 37 A% 232
Srednia wartos¢ . Srednia wartos$é "
stezenia [pg/mL] 190.96 stezenia [pg/mL| 2.38
SD |pg/mL] 5.44 SD [pg/mL]| 0.11
CV [%] 2.85 CV [%] 4.46

Wartosci CV wskazujg na powtarzalny pomiar stezenia IDO-1 i IFN-y w prébkach rzeczywistych,
z wykorzystaniem biosensora SPRi.



Biosensor w przyktadzie dziatania zostat wykorzystany do oznaczania IDO-1 i IFN-y w serii probek
surowicy od pacjentéw ze stwierdzong biataczkg i homogenatoéw tkankowych pacjentéw ze stwierdzo-
nym glejakiem moézgu. Przed kazdym pomiarem probki rozcienczano buforem HBS-ES (sktad buforu:
10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 3 mM EDTA, 0.01% Tween-20): prébki surowicy 2-krotnie, probki ho-
mogenatéw tkankowych 5-krotnie. Na odpowiednie miejsca aktywne nanoszono tg samg uprzednio roz-
cienczong probke (czyli miejsce aktywne przygotowane do oznaczen IDO-1, jak i IFN-y) o objetosci
3 uL. Prébke pozostawiano na 5 minut, czyli optymalny czas potrzebny do wysycenia wszystkich do-
stepnych ligandéw analitem. Po uptywie 5 minut, odsysano pozostate na miejscach aktywnych probki,
a nastepnie kazde z nich byto 1-krotnie przemywane buforem HBS-ES. Dokonywano akwizycji danych
i pomiaru sygnatu SPRI, a nastepnie z krzywej kalibracji odczytywano warto$¢ stezenia IDO-1 i IFN-y
po uwzglednieniu rozcienczenia prébki. Z serii oznaczen otrzymano wartosci stezen IDO-1 i IFN-y, ktére
zestawiono w tabeli 4.
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Tabela 4.
Zestawienie wartosci stezenia IDO-1 i IFN-y po uwzglednieniu rozcienczenia probki.
Oznaczenia w surowicy
::;Eﬁ'; Stezenie IDO-1 [ng/mL] Stezenie IFN-y [pg/mL]
1 28.48 205.15
2 22.20 337.28
3 38.28 190.10
4 55.11 309.74
3 18.71 223.87
6 39.01 315.54
Oznaczenia w homogenatach tkankowych
NHEE Stezenie IDO-1 [ng/mL] Stezenie IFN-y [pg/mL]
probki
| 12.85 1613.37
2 2938 3961.87
3 30.51 2390.22
4 10.60 143901
3 20.98 2817.23
6 32.80 2604.62

1. Biosensor do specyficznego i jednoczesnego oznaczania 2,3-dioksygenazy indolaminy IDO- 1
oraz interferonu gamma IFN-y w ludzkim materiale biologicznym z wykorzystaniem techniki
powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji Imaging, ktory stanowi ptytke szklang po-
krytg warstwg ztota na podtozu tytanu oraz siatke polimeru tworzacg pek miejsc aktywnych
zawierajgcych warstwe receptorowg, znamienny tym, ze warstwe receptorowg stanowig bio-
tynylowane monoklonalne krélicze przeciwciata specyficznie rozpoznajgce IDO-1, jak i IFN-y
(9), zimmobilizowane na powierzchni ztota (3) pokrytej hydrofobowg folig o grubosci 20 um
(4), tworzgcg dwanascie miejsc aktywnych (5) w matrycy 4x3, przy czym przeciwciata (9) po-
taczone sg z 50 nm warstwg ztota (3), umieszczong na 1 nm warstwie tytanu (2) pokrywajgca
ptytke szklang (1), poprzez oddziatywania ze streptawidyng (8), ktéra wigzaniem kowalencyj-
nym zwigzana jest z warstwg karboksymetylodekstranu (7), za posrednictwem linkera w po-

Zastrzezenie patentowe

staci 3-merkapto-1-olu (6).




PL 249778 B1

Rysunki
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