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URZADZENIE DO OZNACZEN METODA POWIERZCHNIOWEGO REZONANSU
PLAZMONOW ORAZ SPOSOB WYKONYWANIA OZNACZENIA TA METODA

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest urzadzenie do oznaczeh metodg powierzchniowego rezonansu
plazmondéw w wersji obrazowej. Urzadzenie to umozliwia przeprowadzanie pomiaréw
jakosciowych i ilosciowych zwigzkdéw chemicznych w probkach. Wynalazek dotyczy rowniez
sposobu wykonywania oznaczenia metodg powierzchniowego rezonansu plazmondw w wers;ji

obrazowe;j.
STAN TECHNIKI

W dziedzinie pomiarow ilosciowych i jakosciowych zwigzkdéw chemicznych znana jest metoda
detekcji wykorzystujgca Powierzchniowy Rezonans Plazmonow w wersji obrazowej - SPRI (z
ang. Surface Plasmon Resonance Imaging). Technika rezonansu powierzchniowego
plazmonéw (ang. Surface Plasmon Resonance Imaging) jest niezwykle skutecznym
narzedziem do oznaczania biologicznie aktywnych zwigzkdw. Zostata przedstawiona m.in. w
pracach Lee H.J., et al., J. Physiol., 2005: 563, 61-71; Lee H.J., et al., Anal. Chem. 2006: 78,
6504-10; Fang S., et al., J. Am. Chem. Soc., 2006: 128, 14044-46; Gorodkiewicz E., Protein
Pept. Lett., 2009: 16, 1379-85; Gorodkiewicz E., et al., Protein Pept. Let., 2010: 17, 1148-54;
Gorodkiewicz E., et al., Microchim. Acta, 2011: 175, 177-184; Gorodkiewicz E., et al.,
Microchim. Acta, 2012: 176, 337-43; Gorodkiewicz E., et al., Cent. Eur. J. Chem., 2014: 12,
557-67, Sankiewicz A., et al., Analyt. Biochem., 2015: 469, 4-11, Grzywa R., et al., Eur. J. Ob.
Gyn. Rep. Biol., 2014: 182, 38-42, Laudanski P., et al., Eur. J. Ob. Gyn. Rep. Biol., 2013: 169,
80-83 oraz wielu innych. W pomiarach wykonywanych znanymi urzagdzeniami wykorzystywany
jest element, w sktad ktérego wchodzi zwykle pryzmat lub ptytka szklana, pokryty cienka
warstwg metalu (np. ztota), tak ze metal jest w kontakcie z roztworem zawierajacym badane
czgsteczki ulegajace adsorpcji. Analizowany roztwér stanowi o$rodek o mniejszej gestosci
optycznej od pryzmatu lub ptytki szklanej. Technika ta wykorzystuje fakt, ze metale (takie jak
ztoto) charakteryzuja sie tym, ze wystepuje w nich tzw. gaz elektronowy, czyli swobodne
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elektrony krazgce pomiedzy weztami sieci krystalicznej. Swobodne elektrony oscylujg i
zachowujg sie jak powierzchniowe fale elektromagnetyczne (plazmony). Plazmony moga
rezonowacé z promieniami $wietlnymi padajacymi pod odpowiednim kgtem na powierzchnie
sensora. W warunkach rezonansu $cisle okre$lona ilo$¢ energii padajacej fali $wietlnej jest
pochfaniana przez plazmony, co skutkuje spadkiem energii fali odbitej, obserwowanym jako
ttumienie odbitego sygnatu. Nawet bardzo niewielkie zmiany na powierzchni metalu, takie jak
np. adsorpcja pojedynczych czasteczek, powodujg zmiane warunkOw rezonansu co przejawia
sie przesunieciem kata odbicia, dla ktérego rejestrowane jest ttumienie.

Technika ta nie wymaga znakowania czasteczek i jest bardzo czuta. Jest ona czesto
wykorzystywana w analizie oddziatywan miedzyczasteczkowych (np. wigzania sie antygenow

z przeciwciatem).

Znane w stanie techniki sposoby pomiaru wykorzystujg zwykle analize w przeptywie ciggtym,
w ukfadzie przeptywowym, np. mikroprzeptywowym. Zaletg jest mozliwo$¢ rejestracji zmian
sygnatu w czasie, co pozwala np. na analize parametrow kinetycznych oddziatywania. Uktady
przeptywowe stosowane w urzgdzeniach znanych w stanie techniki pozwalajg tez czesto na
pomiar wieloparametryczny pojedynczej substancji. W typowej konstrukcji jest to pojedyncza
komora pomiarowa przez ktorg przeptywa mierzona substancja i obserwowana jest zmiana
sygnatu SPR w jednym lub réznych punktach pomiarowych — czutych na rdézne grupy
czgsteczek. Wadg tych metod jest koniecznos¢ doktadnego czyszczenia i mozliwosé
zanieczyszczen, szczegdlnie przy niewielkich stezeniach. Wiele znanych rozwigzan obejmuje

zlozone sposoby wzmacniania sygnatu w celu podniesienia ich uzyteczno$ci analityczne;j.

W dokumencie US20010026943 opisano stacjonarny uktad pomiarowy do zastosowania w
metodach SPR, jednakze pomiar wykonywany jest w obecnosci roztworu. Podobnie,
dokument WO1995022754 ujawniat uktad pomiarowy nie bedacy uktadem przeptywowym, w

ktérym pomiar prowadzony jest w studzienkach, w obecnosci roztworu.

Twércy niniejszego wynalazku nieoczekiwanie stwierdzili, ze obecnos¢ roztworu podczas
pomiaru ostabia sygnat analityczny, a pomiar bez roztworu umozliwia czulsze pomiary w
zakresie niskich stezen, przyktadowo odpowiednim dla oznaczania wielu biomarkeréw. Nie ma
wowczas koniecznosci dodatkowego zatezania probki. Tworcy opracowali wiec urzgdzenie do
wykonywania pomiaréw w ukfadzie stacjonarnym przystosowane do usuwania cieczy przed
pomiarem SPRi. Pomiar obejmuje immobilizacje czynnikdw wiazgcych (np. przeciwciat,
receptorow, inhibitorow, aptamerdw i in.) na powierzchni sensora, odczyt sygnatu przed
natozeniem analitu, po czym natozenie probki analitu w roztworze. Czynniki wigzace wytapuja

analit z analizowanego roztworu. W nastepnym etapie nastepuje przeptukanie i usuniecie
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cieczy, po czym dokonany zostaje pomiar SPRi przy nieobecnosci roztworu. Taka procedura
pomiarowa zapewnia pomiar iloSciowy czasteczek analitu przytaczonych do powierzchni
czutej (z czynnikiem wiazgcym). Wszystkie niezwigzane czasteczki analitu sg usuwane z
powierzchni czutej w procesie ptukania. Sam pomiar nastepuje po usunieciu/odparowaniu

substancji uzytej do ptukania w otoczeniu powietrza.

Opracowane przez Tworcow urzgdzenie obejmuje wiec sensor o geometrii umozliwiajacej
usuniecie cieczy po wytapaniu analitu z préobki. Pomiar wykonywany w otoczeniu powietrza
mozliwy jest dzieki poziomej pozycji ptytki sensora w urzadzeniu. Dla zapewnienia jednolitego
osrodka optycznego stosowany moze byé olejek immersyjny pomiedzy ptytka sensora a
powierzchnig pryzmatu, przy czym olejek immersyjny ma taki sam wspétczynnik zatamania

Swiatta jak materiat pryzmatu. Dodatkowe cechy utatwiajgce pomiar to:

1. Zastosowanie mocowania pryzmatu i ptytki sensora wraz z uchwytem utrzymujgcym
pozycje sensora (zastosowanie olejku immersyjnego powoduje bowiem samoczynne

przesuwanie sie ptytki sensora na powierzchni pryzmatu) (Fig. 1)

2. Korzystnie, konstrukcja ptytki sensora, w ktérym kropla analitu i $rodka
wykorzystywanego do ptukania utrzymywana jest w miejscu pomiaru, oprécz sit napiecia
powierzchniowego dodatkowo poprzez warstwe polimeru o wladciwo$ciach hydrofobowych
(Fig. 2). Korzystnie, sensor obejmuje pewna liczbe cel/lkomér pomiarowych na powierzchni.
Wytworzone w ten sposob cele/komory pomiarowe umozliwiajg wykonanie pomiaru Kilku
substanciji (lub kilku stezeh jednej substancji) w trakcie jednej procedury pomiarowej i sg

zabezpieczone przed mieszaniem sie prébek.

Przedmiotem wynalazku jest wiec urzadzenie do oznaczen metoda powierzchniowego
rezonansu plazmondéw w wersji obrazowej, ktére obejmuje ukifad o$wietlacza, obejmujacy
zrédto Swiatta i pierwszy polaryzator, pryzmat i ptytke sensora pokrytg warstwg metalu oraz
uktad kamery,

przy czym plytka sensora umieszczana jest na powierzchni pryzmatu od strony przeciwlegtej
niz jej strona pokryta warstwag metalu, a na powierzchni warstwy metalu immobilizowany moze

by¢ czynnik wigzacy analit,

przy czym na powierzchni plytki sensora pokrytej warstwg metalu tworzona jest komora

pomiarowa, w ktdrej umieszczany jest analit,
przy czym

uktad o$wietlacza obejmuje osSwietlacz i pierwszy polaryzator, a uktad kamery obejmuje drugi
polaryzator, obiektyw i kamere, przy czym pierwszy polaryzator i drugi polaryzator sg
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zamontowane w sposOb ruchomy tak ze mozliwe jest odczytywanie sygnatu dla réznych

polaryzacji oraz
pryzmat i ptytka sensora sg mocowane w pozycji poziomej,

i przy czym urzadzenie jest dostosowane do usuwania cieczy z komory pomiarowej ptytki

sensora przed odczytem sygnatu po zwigzaniu analitu w komorze pomiarowej.

Usuwanie cieczy z komory pomiarowej moze byC realizowane dowolnym odpowiednim,
znanym w stanie techniki sposobem, przyktadowo poprzez pipetowanie, odparowywanie i in.
W przykfadzie wykonania, usuwanie cieczy realizowane jest z pomoca pipetowania, po ktérym
nastepuje proces ptukania poprzez kilkukrotne naniesienie i usuniecie substancji ptuczace;j,
np. buforu. Naktadanie substancji ptuczacej moze byé wykonywane z pomoca pipetowania, a
usuwanie np. z pomoca pompki ssacej. Korzystnie, po usunieciu umozliwia sie odparowanie

resztek cieczy, co zwykle nastepuje w ciggu kilku sekund.

W  korzystnym przyktadzie wykonania urzadzenia, na ptaskiej powierzchni pryzmatu
naktadana jest warstwa olejku immersyjnego, na ktoérg naktadana jest ptytka sensora, przy
czym plytka sensora jest zabezpieczona przed przesuwaniem sie po powierzchni pryzmatu z

pomocg uchwytu.

Korzystnie, oSwietlacz i kamera umieszczone sg na ruchomych ramionach, tak aby mozliwe

byto ich przemieszczenie wzgledem siebie nawzajem i wzgledem pryzmatu.

Korzystnie, urzadzenie wedtug wynalazku jest dodatkowo wyposazone w urzgdzenie
odsysajace ciecz przeznaczone do usuwania roztworu z komory pomiarowej po natozeniu

analitu i po ptukaniu ptytki sensora.

Korzystnie, oswietlacz obejmuje zrddto promieniowania monochromatycznego, korzystnie

poiprzewodnikowg diode laserowa.

Szczegoblnie korzystnie, o$wietlacz obejmuje poétprzewodnikowg diode laserowag z wyj$ciem

Swiattowodowym jednomodowym.

Korzystnie, uktad os$wietlacza obejmuje ponadto kolimator, lunete optyczng i przystone
irysowa.

Korzystnie, obiektywem jest obiektyw telecentryczny.

Korzystnie, ptytka sensora obejmuje pewna liczbe cel/lkomér pomiarowych na swojej
powierzchni, korzystnie rozdzielonych od siebie warstwg polimeru o wtasciwosciach

hydrofobowych.



10

15

20

25

P31570PL0O0/AZU 5
Przedmiotem wynalazku jest rdéwniez sposdb wykonywania oznaczenia metoda
powierzchniowego rezonansu plazmondw w wersji obrazowej, obejmujacy etapy:

a) odbijania promieni Swietinych od elementu sensora, przy czym promien $wietlny, ktory
propaguije sie w ptytce sensora ulega odbiciu od granicy ptytka sensora — powietrze, przy czym
powierzchnia ptytki sensora pokryta jest warstwg metalu i czynnikiem wigzacym analit;

b) odczytu sygnatu rezonansu,

C) umieszczania analitu w komorze pomiarowej na powierzchni elementu sensora z

immobilizowanym czynnikiem wigzacym analit,
d) odbijania promieni Swietlnych od elementu sensora,
e) odczytu sygnatu rezonansu,

przy czym etap e) odczytu sygnatu z analitu wykonywany jest przy nieobecnosci cieczy w

komorze pomiarowe;.

W korzystnym przyktadzie wykonania, przed etapem e) odczytu sygnatu z analitu,

wykonywany jest etap usuwania cieczy z komory pomiarowej, w ktorej znajduje sie analit.

W korzystnym przyktadzie wykonania, w etapie b) i e) sygnat odczytywany jest kazdorazowo
dwukrotnie w kazdym punkcie pomiarowym dla pierwszej polaryzaciji i drugiej polaryzaciji
promieni $wietlnych odbijanych od powierzchni elementu sensora, przy czym pierwsza
polaryzacja i druga polaryzacja to liniowe polaryzacje Swiatta prostopadte wzgledem siebie i
przy czym dla pierwszej polaryzacji zachodzi zjawisko rezonansu i wnikania pola

elektrycznego poza obszar warstwy metalu elementu sensora.

OPIS FIGUR

Fig. 1 przedstawia mocowanie uktadu sensora, obejmujacego pryzmat i ptytke sensora.
Fig. 2 przedstawia bardziej szczeg6towy widok uktadu sensora.

Fig. 3 przedstawia schematycznie uktad pomiarowy wedtug wynalazku.

Fig. 4 przedstawia wyniki pomiaréw SPRI krzywych kalibracyjnych z wzorcami stezen biatka
MMP-2 dla urzadzenia wg stanu techniki z pomiarem w roztworze (Fig. 4A) i dla urzadzenia

wedtug wynalazku z pomiarem w otoczeniu powietrza (Fig. 4B).
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Przyktadowe urzadzenie obejmuje szklany pryzmat 1 oraz ptytke sensora 2. Pryzmat 1
mocowany jest na stanowisku pomiarowym w poziomym uchwycie 3 pryzmatu, a ptytka
sensora 2 umieszczana jest na poziomo na pryzmacie 1 w uchwycie 4 ptytki pomiarowej, co

przedstawiono na Fig. 1.

Ptytka sensora 2 mocowana jest w pozycji poziomej i jest zabezpieczona przez przesuwaniem
za pomocg uchwytu 4, na przykiad przez odchylany uchwyt magnetyczny zabezpieczajacy
plytke 2 przed przesuwaniem sie. W celu minimalizacji odbi¢ na granicy pryzmatu 1 i ptytki
sensora 2 przestrzen pomiedzy nimi wypetnia sie olejkiem immersyjnym 21 o wspotczynniku
zatamania $wiatta rownym wspétczynnikowi materiatu uzytego do wykonania pryzmatu 1 i

ptytki sensora 2.
Pryzmat 1 moze by¢ wykonany z odpowiedniego szkta, przyktadowo ze szkia typu BK7.

Pryzmat 1 z ptytkg sensora 2 przedstawiono w wiekszych szczego6tach na Fig. 2. Na ptaska
powierzchnie pryzmatu naktadana jest warstwa olejku immersyjnego 21, na ktérg nakfadana
jest szklana plytka sensora 2. Plytka sensora 2 pokryta jest warstwg chromu 22, a nastepnie
warstwg metalu 23. Na warstwe metalu 23 naktadane sg z kolei pasma hydrofobowego
polimeru 24, ktére wyznaczajg granice jednej lub, korzystnie, wiekszej liczby komor
pomiarowych 25. Na dnie komory pomiarowej 25 umieszczana moze by¢ warstwa tiolu 26, na

ktorej immobilizowane sg czynniki wigzace 27.

Specjalista w dziedzinie zauwazy, ze mozliwe sg rézne sposoby immobilizacji czynnikéw
wigzgcych. Przyktadowo, mozliwe jest stosowanie immobilizacji kowalencyjnej, poprzez
aktywowanie zwigzkow z grupami karboksylowymi i tworzenie wigzania kowalencyjnego z
grupami aminowymi z analitu. Innym przyktadem jest immobilizacja hydrofobowa, ktéra polega
na wykorzystaniu oddziatywan hydrofobowych pomiedzy czynnikiem wigzacym a analitem bez
uprzedniego aktywowania. Specjalista w dziedzinie z fatwoscig wybierze sposéb immobilizaciji
spoérod znanych w stanie techniki, tak aby byt odpowiedni do stosowanych czynnikéw
wigzgcych i analitdw. Przyktadowo, stosowana moze by¢ nastepujaca technika immobilizacji
czynnikdw wigzacych: ptytka sensora zostaje uprzednio zanurzona w roztworze tiolu na co
najmniej 24 lub 12 godzin (w zalezno$ci od stosowanego tiolu). W dziedzinie znane s3 rézne
typy tiolu stosowanego do immobilizacji, przyktadowo aminotiole krétkie, takie jak cysteamina,
lub alkilotiole, np. alkilotiol ODM. Przyktadowe stezenie tiolu to 20 mM. Nastepnie ptytka
sensora jest przemywana w etanolu i w wodzie. Na tak przygotowana ptytke naktadana jest
kropla roztworu zawierajacego czynnik wigzacy (np. przeciwciato, receptor, aptamer itp.) np.
na godzine w temperaturze 37°C, a nastepnie ptytka jest przemywana wodg oczyszczona, np.
miliQ.



10

15

20

25

30

P31570PL0O0/AZU 7

Warstwg metalu 23 moze by¢ korzystnie warstwa ztota. Moze mieé ona rézng grubo$c, ale

korzystnie jest to warstwa o grubos$ci ok. 50 nm.

Pryzmat 1 z ptytkg sensora 2 umieszczane sg w ukfadzie pomiarowym jak przedstawiony na
Fig. 3. Oswietlacz 5, korzystnie Swiattowodowy z uktadem optycznym ksztattowania wigzki
Swietlnej, stanowi zrédto Swiatta. Promienie Swietlne z o$wietlacza 5 trafiajg przez ruchomy
pierwszy polaryzator 6 do pryzmatu 1 i ulegajg odbiciu od ptytki sensora 2, po czym przez
ruchomy drugi polaryzator 7 trafiajg do obiektywu 8, korzystnie telecentrycznego,
stanowigcego cze$¢ kamery 9.

Procedura pomiarowa polega na wykonaniu kolejno krokéw:

a) Przygotowanie ptytki sensora 2 (np. w celu immobilizacji czynnika wiazacego
wykonywane jest natozenie warstwy tioli 26 i czynnika wigzgcego 27)

b) Umieszczenie ptytki sensora 2 na powierzchni pryzmatu 1 z wykorzystaniem olejku
immersyjnego 21.

C) Ustawienie potozenia kgtowego w kacie SPR (pierwsza polaryzacja P w torze
o$wietlacza 5) rejestrowanym dla otoczenia powietrza lub w jego poblizu (praca na zboczu

charakterystyki sensora).
d) Odczyt sygnatu przed natozeniem analitu dla pierwszej polaryzacji P

e) Ustawienie drugiej polaryzaciji S (prostopadtej wzgledem pierwszej polaryzacji P) w
torze o$wietlacza 5. Odczyt sygnatu.

f) Naniesienie analitu do komory pomiarowej 25.

9) Usuwanie nadmiaru niezwigzanego analitu, ptukanie i usuwanie $rodka ptuczacego

(np. przez odsysanie z pomocg pompki ssacej lub pipety, odparowanie).
h) Odczyt sygnatu po natozeniu analitu dla pierwszej polaryzacji P
Q) Ustawienie drugiej polaryzaciji S w torze o$wietlacza 5. Odczyt sygnatu.

Taka procedura pomiarowa zapewnia pomiar iloSciowy czasteczek analitu przytaczonych do
powierzchni czutej (do czynnika wigzacego 27). Wszystkie niezwigzane czgsteczki analitu sg
usuwane z powierzchni czutej w procesie plukania. Sam pomiar nastepuje po
usunieciu/odparowaniu substancji uzytej do ptukania, w otoczeniu powietrza. Rozktad
intensywnosci zarejestrowany w obrazie dla drugiej polaryzacji S wykorzystywany jest jako
obraz referencyjny, dla ktérego nie zachodzi zjawisko rezonansu plazmonowego. Pierwsza
polaryzacja P i druga polaryzacja S to liniowe polaryzacje $wiatta prostopadie wzgledem
siebie. Dla pierwszej polaryzacji P wektora pola elektrycznego, zjawisko rezonansu i wnikania
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pola elekirycznego poza obszar warstwy metalicznej zachodzi, a dla drugiej polaryzacji S
zjawisko to nie wystepuje (fala $wietlna oscyluje tylko w ptaszczyznie na ktérej lezy normalna
do powierzchni warstwy metalicznej). Dlatego mozliwe jest wykorzystanie obrazu
zarejestrowanego dla drugiej polaryzacji S (po odpowiednim przeliczeniu intensywno$ci) jako
rozktadu intensywno$ci w punktach pomiarowych, co jest niemozliwe przy wykorzystaniu tylko
jednej polaryzacji ze wzgledu na wystepujacy w tych miejscach efekt zmiany wspdiczynnika
odbicia. W innych uktadach (znanych w stanie techniki) czesto jako parametr intensywnosci
dla tta przyjmuje sie obszar w poblizu punktu pomiarowego, co jednak z koniecznosci stanowi

jedynie przyblizenie.

Innymi stowy, obraz referencyjny w urzgdzeniach znanych ze stanu techniki jest uzyskiwany z
obszaru znajdujgcego sie obok prébki z obrazu dla ktérego mierzy sie efekt SPR (pierwsza
polaryzacja P). Zaktada sie przy tym, ze rdznica intensywnos$ci jest zblizona. Pomiar
referencyjny doktadnie w miejscu pomiaru, jak w rozwigzaniu wedtug wynalazku, jest
natomiast mozliwy tylko poprzez obrét do drugiej polaryzacji S (prostopadtej do pierwszej
polaryzacji P), dla ktérej nieobserwowany jest efekt SPR. Nalezy jednak przeliczy¢ uzyskany
wynik przez mnoznik (pierwsza polaryzacja P i druga polaryzacja S przechodzg przez uktad
optyczny z r6zng sprawnosécig). Warto$¢ tego mnoznika (w funkcji kata pochylenia ramienia)

jest opisana teoretyczng zaleznos$cig lub moze by¢ wyznaczona w procedurze kalibracji.

Przyktad wyznaczania mnoznika (x) i kalibracji z polaryzacji Pi S:

receptor
p
receptor
s

analit

polaryzacja + polaryzacjay

analit

polaryzacja + polaryzacjag

_ 29414,608 + 29837,505 215
x= 9122,045 + 9668,743

S =671,66[A.U]

S — srednia z rdznicy réznic

R=S"-x

R=671,66-3,15=2155,72[A.U]

R - sygnat analityczny dla prébki o stezeniu 5 ng/ml

Celem jest przeliczenie uzyskiwanych natezen, tak aby byty one zgodne dla pierwszej
polaryzacji P i drugiej polaryzacji S dla miejsc w obrazie, dla ktérych nie wystepuje SPR.
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Pomiar wykonywany w otoczeniu powietrza, po usuniecia roztworu mozliwy jest dla znaczgco
mniejszej ilosci mierzonej substancji. Taki pomiar mozliwy jest dzieki poziomej pozycji ptytki

sensora 2 w urzadzeniu. Jest to korzystnie utatwiane poprzez:

1. Zastosowanie mocowania pryzmatu i ptytki sensora wraz z uchwytem utrzymujgcym
pozycje sensora (zastosowanie olejku immersyjnego powoduje samoczynne przesuwanie sie

ptytki sensora na powierzchni pryzmatu) (Fig. 1)

2. Konstrukcje ptytki sensora, w ktérym kropla analitu i $rodka wykorzystywanego do
ptukania utrzymywana jest w miejscu pomiaru (wiele cel/lkomér pomiarowych na powierzchni
jednego sensora) oprécz sit napiecia powierzchniowego dodatkowo poprzez warstwe polimeru
o whasciwos$ciach hydrofobowych (Fig. 2). Wytworzone w ten sposéb cele/komory pomiarowe
umozliwiajg wykonanie pomiaru kilku substancji (lub kilku stezen jednej substancji) w trakcie
jednej procedury pomiarowej. Mozliwe jest réwniez dogodne wykonywanie pomiarow w wielu

powtdrzeniach co daje mozliwosé usredniania wynikow i minimalizacje bteddéw pomiarowych.

Funkcje o$wietlacza 5 moze petni¢ zrodto promieniowania monochromatycznego, korzystnie
pétprzewodnikowa dioda laserowa, korzystnie z wyj$ciem Swiattowodowym jednomodowym.
Pomiary wykonywane technologig detekcji powierzchniowego rezonansu plazmonowego w
wersji obrazowej wykorzystujg zmiane reflektancji pél pomiarowych na ktére nanosi sie
badang substancje. Zjawisko to zalezne jest od kata pobudzania (o$wietlania) oraz dtugosci
fali promieniowania oswietlajgcego. Funkcja zmian zalezna od kata o$wietlania daje wieksza
czutosé (wieksze nachylenie charakterystyki). Wykorzystujac zalezno$¢ katowa i pomiar dla
réznych katéw mozliwe jest réwnoczesne wyznaczenie krzywej pomiarowej (tradycyjna
metoda SPR) oraz pomiar przy odpowiednio dobranym statym kagcie na podstawie zmian
reflektancji (przed i po natozeniu analitu). Zwiekszenie czutosci (odseparowanie sie od
zaleznosci widmowej) mozliwe jest zatem poprzez zastosowanie zrodla Swiatta
monochromatycznego (np. laser) lub waskopasmowego (np. dioda LED). Do doktadnego
wykonania pomiarow konieczne jest zapewnienie liniowo spolaryzowanej, réwnolegtej wigzki
osSwietlajacej o wysokiej rownomiernosci oswietlenia na catej powierzchni pomiarowe;j.
Stosowanie zrodet laserowych wielomodowych powoduje trudnosci z uzyskaniem wysokiej
rownomierno$ci oswietlenia, z drugiej strony wigzka diody LED nie pozwala na uzyskanie
takiej zbiezno$ci katowej (rownolegtosci wigzki) jakg oferujg laserowe zrédta promieniowania.
Z uwagi na to, w urzadzeniu korzystnie zastosowana moze by¢ potprzewodnikowa dioda
laserowa, np. o diugosci fali 635 nm z wyjSciem Swiattowodowym jednomodowym.
Jednomodowy charakter promieniowania pozwala na uzyskanie wysokiej jako$ci wigzki

os$wietlajgcej i réwnomiernosci odwietlenia. Wigzka opuszczajacg Swiattowdd moze byé
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przeksztatcana w wigzke réwnolegtg za pomoca kolimatora i nastepnie poszerzana za pomocg
lunety. Przyktadowo, stosowana moze by¢ dioda laserowa o dtugosci fali Swietinej 635 nm, np.
typu Laser Pigtail, 635nm, DL5038-021, 8mW. Jej parametry pracy (natezenie pradu,
temperatura) moga by¢ kontrolowane przez zastosowany sterownik diody laserowe;j,
przyktadowo CLD1010.

W uktadzie optycznym o$wietlacza 5 moze by¢ rowniez zastosowany filtr apodyzacyjny (np.
pomiedzy kolimatorem wigzki $wietlnej a lunetg optyczng). Filtr ten zmniejsza réznice
intensywnosci pomiedzy osig wigzki os$wietlajgcej (najwieksze natezenie oswietlenia) a
brzegiem wigzki o$wietlajacej (mniejsze natezenie osSwietlenia). Zastosowanie filtra
apodyzacyjnego powoduje zmniejszenie réznic w os$wietleniu Srodka i brzegéw sensora co

zbliza warunki pomiaru (natezenie o$wietlenia) we wszystkich obszarach pomiarowych.

Korzystnie, oswietlacz 5 i kamera 9 umieszczone sg na ruchomych ramionach, tak aby
mozliwe byto ich przemieszczenie wzgledem siebie nawzajem i wzgledem pryzmatu 1. W
skfad ukfadu (ramienia) o$wietlacza 5 korzystnie wchodzi $wiattowodowy kolimator wigzki
Swietlnej, luneta optyczna, przystona irysowa. Kamere 9 korzystnie stanowi kamera CCD z
obiektywem korzystnie telecentrycznym np. typu 0.243X Bi-Telecentric C-Mount Camera
Lens. Obraz powstajgcy na podstawie promieniowania odbitego od powierzchni ptytki sensora
2 moze byC rejestrowany przy wykorzystaniu kamery 9 i przetwarzany np. za pomocag
sprzezonego z urzadzeniem komputera, np. klasy PC.

Polaryzatory 6, 7 sg ruchome, umozliwiajgc ustawienie pozycji kazdego z nich w zakresie
dowolnego kata. Korzystnie sg to obrotowe polaryzatory liniowe. Pozwala to na prowadzenie
pomiaréw przy dowolnym kacie polaryzaciji liniowej promieniowania oswietlajacego oraz
obserwacije przy uzyciu kamery 9 dowolnej polaryzacji liniowej promieniowania odbitego od
powierzchni ptytki sensora 2. Wyznaczenie reflektancji wykorzystuje promieniowanie ta (poza
obszarami pomiarowymi lub korzystnie, przy wykorzystaniu pierwszej polaryzacji P i drugiej
polaryzacji S jak opisano powyzej, mozliwe jest wykorzystanie tta doktadnie w miejscu punktow
pomiarowych) do wyznaczenia natezenia (intensywno$ci) wigzki padajacej na ptytke sensora
2. Zjawisko rezonansu plazmonowego zachodzi dla konkretnej polaryzacji (dla polaryzacji
prostopadtej efekt ten nie jest obserwowany). Zastosowanie automatycznie obracanego
polaryzatora 6 oswietlacza 5 umozliwia zatem rejestracje powierzchni sensora bez
obserwowanego efektu absorpcji. Mozliwe jest zatem wykorzystanie pomiaru do rejestracji

obrazu referencyjnego.

Polaryzatory okre$lajg polaryzacje $wiatta wykorzystanego w pomiarze. Polaryzator 7 z ukfadu
(ramienia) kamery 9 moze by¢ roéwniez wykorzystany do regulacji intensywno$ci

promieniowania rejestrowanego przez kamere CCD. Promieniowanie laserowe padajace na
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detektor kamery 9 powoduje przy wiekszych mocach promieniowania padajacego na ptytke
sensora 2 efekt ol$nienia i powstawanie nieczytelnego obrazu. Poniewaz wigzka o$wietlajaca
jest spolaryzowana liniowo i ulega niewielkim zmianom na powierzchni granic optycznych
ukfadu optycznego zastosowanie obrotowego liniowego polaryzatora 7 ramienia kamery 9
umozliwia zmiane intensywnosci o$wietlenia kamery 9. Uktady mechaniczne ramion oraz
katow polaryzatora moga by¢ ustawiane w sposéb automatyczny zgodnie z
zaprogramowanymi danymi wprowadzonymi do sterownika urzgdzenia. Dodatkowo,
polaryzator 7 ramienia kamery 9 moze by¢ dodatkowo wykorzystywany do sprawdzania
poprawnosci pozycjonowania polaryzatora 6 o$wietlacza 5. Ustawiajgc jednakowy kat
polaryzatora 6 o$wietlacza 5 i kamery 9 uzyskiwane by¢ powinno maksymalne natezenie
oswietlenia w obrazie. Przy ustawieniu réznicy katowej 90 ° pomiedzy polaryzatorem 7 kamery

i polaryzatorem 6 o$wietlacza powinno nastapi¢ catkowite wygaszenie obrazu.

Obiektyw 8 kamery 9 korzystnie jest telecentryczny. Rejestracja obrazu tradycyjnym
obiektywem o krotkiej ogniskowej powoduje powstawanie znieksztatcen obrazu oraz rézng
intensywnos¢ o$wietlania matrycy kamery (zaciemnianie obrazu na obrzezach obrazu). W celu
uzyskania réwnej czutosci pomiaru w catym polu sensora 2 zastosowany moze by¢ obiektyw
8 telecentryczny, ktéry oswietla matryce kamery 9 wigzka rownolegta. W ten sposob
minimalizuje sie dystorsje obrazu oraz zapewnia réwnomierng jasno$¢ obrazu (czuto$é

pomiarowg) w petnym rejestrowanym obszarze.

W korzystnym przyktadzie wykonania, luneta zapewnia poszerzenie jednomodowej wigzki
optycznej, co pozwala na uzyskanie wysokiej jakosci (rownomierno$¢, znieksztatcenia,

rozbieznosc¢) wigzki oswietlajgcej uktad sensora (pryzmat 1 z ptytkg sensora 2).

Oprécz podstawowych elementéw konstrukcyjnych urzgdzenie moze korzystnie obejmowac
dodatkowe elementy sktadowe takie jak: spoter do naktadania prébek, celke przeptywowa
wraz z pompa perystaltyczng z odpowiednimi przewodami umozliwiajgcymi przeprowadzanie
pomiardw jakosciowych oraz inne elementy uzyteczne do przeprowadzania pomiaréw SPRI,
takie jak statyw na prébki. Urzgdzenie moze tez zostaé zintegrowane z innymi urzadzeniami

stuzgcymi np. do pomiaréw MALDI-TOF.

Wykonano krzywe kalibracyjne dla biatka MMP-2, korzystajac z urzadzenia wg stanu techniki
(stanowisko laboratoryjne do pomiaréw, zbudowane na fawie optycznej z laserem He-Ne i
recznym ustawianiem kata promieniowania o$wietlajgcego i pozycji kamery) oraz urzadzenia
wedtug wynalazku, jak opisane powyzej, a wiec obejmujgce pryzmat 1 ze szkia ze szklang
ptytkg sensora 2, umieszczone w uktadzie pomiarowym jak przedstawiono na Fig. 3. Pryzmat

1 mocowany jest na stanowisku pomiarowym w poziomym uchwycie 3 pryzmatu, a ptytka
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sensora 2 umieszczana jest na poziomo na pryzmacie 1 w uchwycie 4 ptytki pomiarowej, co
przedstawiono na Fig. 1. W celu minimalizacji odbi¢ na granicy pryzmatu 1 i ptytki sensora 2
przestrzeh pomiedzy nimi wypetniona jest olejkiem immersyjnym 21 o wspotczynniku
zatamania $wiatta réwnym wspotczynnikowi materiatu uzytego do wykonania pryzmatu 1 i
ptytki sensora 2. Plytka sensora 2 pokryta jest warstwag chromu 22, a nastepnie warstwa ztota
23 o grubosci ok. 50 nm. Na warstwe ziota 23 nakfadane s3g z kolei pasma hydrofobowego
polimeru 24, ktére wyznaczajg granice komoér pomiarowych 25. W uktadzie pomiarowym,
oswietlacz 5 $Swiattowodowy z ukfadem optycznym ksztattowania wigzki Swietlnej (dioda
laserowa o dtugosci fali $wietinej 635 nm, typu Laser Pigtail, 635nm, DL5038-021, 8mW),
stanowi zrédto Swiatta. Promienie $wietlne z o$wietlacza 5 trafiajg przez ruchomy pierwszy
polaryzator 6 do pryzmatu 1 i ulegajg odbiciu od ptytki sensora 2, po czym przez ruchomy drugi
polaryzator 7 trafiajg do obiektywu 8 telecentrycznego, stanowigcego cze$¢ kamery 9 (CCD z
obiektywem telecentrycznym np. typu 0.243X Bi-Telecentric C-Mount Camera Lens).

Biatko MMP-2 przygotowano w buforze PBS, a jako czynnik wigzacy zastosowano inhibitor
ARP-101, immobilizowano go hydrofobowo na plytce sensora na linkerze tiolu ODM.

Do badan uzyto jako standard rekombinowang metaloproteinaze-2 (Sigma Steinheim,
Niemcy), ARP 101 - selektywny inhibitor MMP-2 ((2R) -2 - [([1,1"-Bifenylo-4-ylosulfonylo) (1-
metyloetoksy) amino] -N-hydroksy-3-metylobutanamid, M = 405,50 kDa, 1-oktadekanotiol
(ODM) (SIGMA, Steinheim, Niemcy), fotopolimer ELPEMER SD 2054, hydrofobowg farbe
ochronng SD 2368 UV SG-DG (PETERS, Kempen, Niemcy), jak rowniez absolutny etanol,
kwas octowy, chlorek sodu, octan sodu (POCh, Gliwice, Polska), pH buforu HBS-ES = 7,4
(0,01 M HEPES, 0,15 M chlorek sodu, 0,005% Tween 20, 3 mM EDTA), bufor PBS opH =7,4,
(wszystkie BIOMED, Lublin, Polska). Wodne roztwory przygotowano z woda miliQ (Simplicity®
MILLIPORE). Zastosowano argon N 5,0 o wysokiej czystosci (99,999%) (AIR LIQUIDE Polska
sp. z 0.0., Polska).

Do wykonania krzywych kalibracyjnych zastosowano standardowy roztwor rekombinowanego
biatka MMP-2. Najpierw powierzchnie chipa pokryto monowarstwg tiolu ODM i warstwg
inhibitora ARP 101 (2,0 pg / ml). Prdobki standardowego MMP-2 o stezeniu w zakresie 1,0 -
20,0 ng/ml, przy pH = 7,4 naniesiono na chip. Czas interakcji wynosit 10 min. Odpowiedz
analitycznego sygnatu SPRI zmierzono w dwunastu powtérzeniach. — krzywe Fig.4A i 4B

Wynik pomiaréw przedstawiono na Fig. 4a i 4B, a takze w Tabelach 1 i 2 ponize;.
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Tabela 1. Wartosci sygnatu SPRI uzyskane z pomocg urzgdzenia ze stanu techniki.

C (stezenie biatka SO
MMP-2) [ng/mL] sygnat SPRI
1 1364,65 230,146
1420,78 380,18
1420,88 260,599
10 1456,43 275,192
20 1600,56 480,24

Tabela 2. Warto$ci sygnatu SPRI uzyskane z pomocg urzadzenia wg wynalazku

C (stezenie biatka
MMP-2) [ng/mL] sygnat SPRI SD
1 1055,22 537,01
5 2115,72 683,37
7 2621,07 123,89
10 3505,96 638,33
20 5862,56 650,53




