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Przedmiotem zgtoszenia jest biosensor do
specyficznego oznaczania neuropiliny-1 w pty-
nach ustrojowych i homogenatach tkan-kowych
technikg matrycowego powierzchniowego re-
zonansu plazmonéw w wersji. Skiada sie on
z podzielonej na partycie za pomocg siatki
polimerowej (1) plytki szklanej (2) pokrytej
warstwag tytanu (3) oraz zlota (4). Warstwa re-
ceptorowa sktada sie z linkera - cysteaminy (5)
oraz mysiego monoklonalnego przeciwciata (6)
specyficznego na neuropiling-1 potaczonego
kowalencyjnie z linkerem - cysteaming. War-
stwa receptorowa specyficznie wylapuje neuro-
piling-1 (7) z badanego roztworu.
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Biosensor do oznaczania neuropiliny-1 technikg matrycowego
powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji Imaging

Przedmiotem wynalazku jest biosensor do oznaczania neuropiliny-1
technikg matrycowego powierzchniowego rezonansu plazmonow w wersji
Imaging.

Neuropilina -1 jest markerem raka piersi (Rachner, T.D.- Kasimir-Bauer, S,
- Goebel, A.,- Erdmann, K., Hoffmann, O., Rauner, M.,- Hofbauer, L.C.
Kimmig, R., Bittner, A.-K., Soluble Neuropilin-1 is an independent marker of
poor prognosis in early breast cancer, J. Cancer Res.Clin. Oncol. (2021)
147:2233-2238. https://do1.org/10.1007/s00432-021-03635-1). Jest takze waznym
koreceptorem ataku wirusa SARS-CoV-2 na zaatakowang komorke (Gudowska-
Sawczuk, M., Mroczko, B. The Role of Neuropilin-1 (NRP-1) in SARS-Col-2
Infection: Review. J. Clin. Med. 2021, 10 2772.
https://doi.org/10.3390/jcm10132772).

2

Biomarker odgrywa istotng rol¢ zarowno w regulacji angiogenezy podczas
rozwoju embrionalnego, jak 1 podczas patologicznej angiogenezy w guzach
nowotworowych. Angiogeneza jest procesem tworzenia naczyn krwionosnych.
Neuropilina 1 promuje wzrost, migracj¢, inwazj¢ 1 przezycie komorek
nowotworowych. [Liu SD, Zhong LP, He J, Zhao YX. largeting neuropilin-1
interactions is a promising anti-tumor strategy. Chin Med J (Engl). 2020,
134(5):508-517].

Neuripilina -1 jest biatkiem o masie czasteczkowe] 246 kDa a jej poziom
stezenia w surowicy krwi wynosi 1,88 + 0,52 nM to jest 130,8 + 36,2 ng/mL
(Rachner, T.D.- Kasimir-Bauer, S., Goebel, A, ,Erdmann, K., Hoffmann, O.,
Rauner, M., Hofbauer, L.C., Kimmig, R., Bittner, A.-K., Soluble Neuropilin-1 is
an independent marker of poor prognosis in early breast cancer, J. Cancer
Res.Clin. Oncol. (2021) 147:2233-2238. https://doi.org/10.1007/s00432-021-
03635-1).

Neuropilina-1 jest oznaczana za pomocag testdw immunoenzymatycznych

ELISA z granicg oznaczalnosci 6,3 ng/mL.
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Alternatywna do oznaczania neuropiliny-1 za pomoca testow ELISA moze
by¢ zastosowanie techniki matrycowego powierzchniowego rezonansu
plazmonow w wersji Imaging. Technika ta odnosi sukcesy w oznaczaniu roznych
biomarkeréw w plynach ustrojowych, gléwnie osoczu lub surowicy krwi.
Systematycznie jest rozwijana liczba biomarkerow mozliwych do oznaczania ta
technika. Swiadcza o tym m.in. liczne wynalazki na biosensory.

Wedtug obecnego stanu techniki istniejg liczne biosensory SPRi
umozIliwiajgce oznaczania stezenia substancji bioaktywnych. Takie biosensory
ujawniaja przyktadowe opisy: JP2009133844 (A), US6239255, PL223400,
PL210052, PL.222548, PL.222549, P1.234488, PL 235043 ,PL.235044, PL 235045,
PL234329, PL236387, PL236773, PL239340 czy takze PL239339.

Technike matrycowego powierzchniowego rezonansu plazmonow w wersji
Imaging cechuje prostota budowy biosensoréw w potaczeniu ze skutecznosciag w
wykonywaniu  praktycznych pomiaréw. W  odréznieniu  od  bardziej
rozpowszechnione]  przeptywowej techniki  SPR, oznaczanie technika
matrycowego powierzchniowego rezonansu plazmonow w wersji Imaging nie
wymaga skomplikowanego wzmacniania sygnalu np. za pomoca wprowadzania
do biosensora nanoczasteczek ztota. Technika jest z powodzeniem stosowana w
licznych badaniach klinicznych o czym $wiadcza m.in. opublikowane ostatnio
prace eksperymentalne opublikowane w prestizowych czasopismach:.

Bogdan, S.; Puscion-Jakubik, A.; Klimiuk, K.; Socha, K.; Kochanowicz, J;
Gorodkiewicz, E. UCHLI and Proteasome in Blood Serum in Relation to Dietary
Habits, Concentration of Selected Antioxidant Minerals and Total Antioxidant
Status among Patients with Alzheimers Disease. J. Clin. Med. 2022, 11, 412.
https://doi-10rg-10000387b5567.han3.library.put.poznan.pl/10.3390/jcm11020412

Sankiewicz, A.; Guszcz, T, Gorodkiewicz, E. Application of SPRi
Biosensors for Determination of 208 Proteasome and UCH-L1 Levels in the
Serum and Urine of Transitional Bladder Cancer Patients. Appl. Sci. 2021, 11,
7835. https://doi-10rg-10000387b5567 han3 library.put.poznan.pl/10.3390/
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app11177835

Matuszczak, E.; Cwalina, I; Tylicka, M.; Wawrzyn, K.; Nowosielska, M.;
Sankiewicz, A.; Otdak, L.; Gorodkiewicz, E.; Hermanowicz, A. Levels of Selected
Matrix Metalloproteinases—MMP-1, MMP-2 and Fibronectin in the Saliva of
Patients  Planned for Endodontic — Treatment or Surgical Extraction.
J. Clin. Med. 2020, 9, 3971. https://doi-1org-
10000387b5567 han3 library.put.poznan.pl/10.3390/jcm9123971

Komarowska, M., Szymanska, B., Otdak, L., Sankiewicz, A., Matuszczak,
E., Gorodkiewicz, E., Debek, W., Milewski, R., Hermanowicz, A., Plasma level of
laminin 5 and collagen IV in cryptorchidism, Advances in Medical Sciences , 65, (
2020) 176-181, https://doi.org/10.1016/j.advms.2019.10.004

Technika matrycowego powierzchniowego rezonansu plazmonéw w wersji
Imaging zostala omowiona na tle innych podobnych osiggnie¢ w pracach
przegladowych: [Gorodkiewicz E., Lukaszewski Z., Recent Progress in Surface
Plasmon Resonance Biosensors (2016 to Mid-2018), Biosensors, 2018, 4, 132,]
[ Falkowski P., Lukaszewski Z., Gorodkiewicz E., ,, Potential of Surface Plasmon

Resonance Biosensors in cancer detection”, Journal of Pharmaceutical and

Biomedical Analysis, 2021, 194, 113802]. Dotychczas nie opracowano biosensora
SPRi do oznaczania neuropiliny-1.

Istotg wynalazku jest biosensor do specyficznego oznaczania neuropiliny-1
w ludzkim materiale biologicznym (osocze, surowica krwi, slina), dostosowany
do wspotpracy z technika matrycowego Powierzchniowego Rezonansu
Plazmonéw w wersji obrazowe] (Imaging). Opracowany biosensor wykorzystuje
mysie monoklonalne przeciwcialo specyficzne na neuropiling-1 jako receptor 1
spetnia warunki analityczne pod wzgledem zakresu pomiarowego, specyficznosci,
precyzji i dokladnosci pomiaru. Biosensor wedlug wynalazku zawiera ptytke
szklang pokrytg warstwa tytanu oraz ztota oraz polimerem w postaci siatki, ktory
wyodrebnia miejsca aktywne z warstwa receptorowa. Receptor czyli wyzej
wymienione przeciwciato jest zimmobilizowane na powierzchni ztota wigzaniem

kowalencyjnym za posrednictwem linkera — cysteaminy.
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Zastosowanie cysteaminy zapewnia korzystne zorientowanie przeciwciata
na powierzchni biosensora z cze$cia Fc zawierajaca grupy karboksylowe
zwigzang z linkerem a czescig Fab zawierajaca aktywne elementy — skierowang w
kierunku roztworu. Biosensor czescig Fab mysiego monoklonalnego przeciwciata
wychwytuje wylacznie oznaczang substancje z roztworu w postaci niezwiazanej.
Aparatura SPRi mierzy sygnal analityczny bedacy odpowiedzia na przyrost masy
na powierzchni biosensora. Rozwigzanie takie cechuje prostota wykonania
biosensora oraz przeprowadzenia catego procesu pomiarowego.

Biosensor do specyficznego oznaczania neuropiliny-1 w przykladzie
realizacji uwidoczniony jest na rysunku, na ktorym fig. 1 przedstawia schemat
biosensora i przekrdj pionowy przez miejsce aktywne, a fig. 2 przedstawia zakres
prostoliniowy zaleznosci sygnatu SPRi od stezenia neuropiliny-1.

Biosensor w przykladzie — jak przedstawiono na fig.1 - sktada sie z
podzielonej na partycje za pomocg siatki polimerowej 1 ptytki szklanej 2 pokryte;
warstwa tytanu 3 oraz zltota 4.

Warstwa receptorowa sktada si¢ z linkera — cysteaminy 5 oraz mysiego
monoklonalnego przeciwciala 6 specyficznego na neuropiling-1 potaczonego
kowalencyjnie z linkerem-cysteaming. Warstwa receptorowa specyficznie
wylapuje neuropiling-1 7 z badanego roztworu.

Biosensor zostat wykorzystany do oznaczania neuropiliny-1 w serii probek
osocza pacjentow chorych na stwardnienie rozsiane. Po 3 ulL osocza z 9 roznych
probek w rozcienczeniu 1:200 nanoszono na poszczegdlne miejsca aktywne. Po
uptywie 10 min miejsca aktywne 6-krotnie przemywano buforem HBS-ES oraz
woda. Mierzono sygnat SPRi. Stezenie nauropiliny- 1 odczytano z krzywej

kalibracyjnej i po uwzglednieniu rozcienczenia uzyskano nastgpujace wyniki:

Probka 1 sygnat SPRi 3427 wynik 141 ng/mL
Probka 2 sygnat SPRi 4108 wynik 202 ng/mL
Probka 3 sygnat SPRi 5245 wynik 305 ng/mL

Probka 4 sygnat SPRi 4542 wynik 241 ng/mL
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Probka 5
Probka 6
Probka 7
Probka 8
Probka 9
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sygnat SPRi
sygnat SPRi
sygnat SPRi
sygnat SPRi
sygnat SPRi

4584
3974
6034
5150
5468
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wynik 190 ng/mL
wynik 376 ng/mL
wynik 296 ng/mL
wynik 325 ng/mL
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Zastrzezenie patentowe

Biosensor do specyficznego oznaczania neuropiliny-1  w ptynach
ustrojowych 1 homogenatach  tkankowych  technika  matrycowego
powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji Imaging, ktory zawiera ptytke
szklang pokrytg warstwg zlota na podtozu tytanu oraz siatke polimeru tworzaca
pek miejsc aktywnych zawierajacych warstwe receptorowa znamienny tym, ze
warstwe receptorowa stanowi monoklonalne mysie przeciwcialo specyficzne na
nauropiline -1 (6) potaczone kowalencyjnie z linkerem, w postaci cysteaminy (5),

taczacym receptor z warstwa tytanu (3) oraz ztota (4) pokrywajaca ptytke szklang
2.
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fig.1
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SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI DO ZGLOSZENIA NR P 441547

Klasyfikacja zgloszenia: GOIN 33/543, GOIN 33/68, GOIN 21/55

Podklasy w ktorych prowadzono poszukiwania: GOIN

Bazy komputerowe w ktérych prowadzono poszukiwania: Epoquenet (EPODOC, WPI, Embase, Medline),
bazy UPRP, Internet (Google)

Kategoria Dokumenty - z podang identyfikacja Odniesienie
dokumentu do zastrz.
A PL430495 A1 (Politechnika Poznanska) 11-01-2021 zastrz.

caly dokument

A PL433106 Al (Politechnika Poznanska et al.) 06-09-2021 zastrz.
caly dokument

A PL432021 A1 (Politechnika Poznanska et al.) 31-05-2021 zastrz.
caly dokument

A M. Teran et al.: “Characterization of receptor binding kinetics zastrz.
for vascular endothelial growth factor-A using SPR”;
Anal Biochem.; 2019; 564-565: 21-31, caly dokument

Dalszy cigg wykazu dokumentéw na nastgpnej stronie

A — dokument okreslajacy ogolny stan techniki, ktdry nie jest uwazany za posiadajacy szczegdlne znaczenie,

E — dokument stanowiacy wczesnigjsze zgloszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgloszenia,

L — dokument, ktéry moze poddawac w watpliwo$¢ zastrzegane pierwszenistwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji innego cytowanego dokumentu
lub z innego szczegodlnego powodu,

O — dokument odnoszacy si¢ do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposob,

P — dokument opublikowany przed data zgloszenia, ale pézniej niz zastrzegana data pierwszenstwa,

T — dokument pozniejszy, opublikowany po dacie zgloszenia lub w dacie pierwszenistwa i niebedacy w konflikcie ze zgloszeniem, ale cytowany w celu zrozumienia
zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku,

X — dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli
ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie,

Y — dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten dokument zostanie polaczony z
jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie polaczenie bedzie oczywiste dla znawcy,

& — dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowe;j.

Sprawozdanie wykonal/-a: Data: Podpis:

M a l'g orzata KOZ l’OWS ka 25.01.2023 /podpisano kwalifikow_anym podpisem elekm_)nicznym/
Ek K q t Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego
spert Kooraynator

Uwagi do zgloszenia

Sprawozdanie zostalo wykonane w oparciu o zastrz. z dnia 26.06.2022 r.
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ZGLOSZENIE NR P.441547
Kontynuacja wykazu dokumentow
Kategoria Dokumenty - z podang identyfikacja Odniesienie
dokumentu do zastrz.
A K. Pimkova et al.: ”Surface plasmon resonance biosensor zastrz.

for the detection of VEGFR-1- a protein marker
of myelodysplastic syndromes™;

Anal Bioanal Chem ; 2012; 402(1): 381-387
caly dokument
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