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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest panel biosensoréw ginekologiczno-onkologicznych do réwnocze-
snego specyficznego oznaczania stezenia biomarkeréw w ptynach ustrojowych i homogenatach tkan-
kowych technika powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji Imaging w celu diagnostyki raka
jajnika i innych schorzenh natury ginekologicznej.

Diagnostyka dokonywana na podstawie stezenia biomarkeréw w ptynach ustrojowych takich jak
surowica lub osocze krwi, mocz, slina, ptyn mézgowo-rdzeniowy jest okreslana jako ciekfa biopsja. Ma
ona stanowic alternatywe do inwazyjnej biopsji polegajacej na pobraniu wycinkéw tkanek. Oznaczanie
stezenia biomarkeréw w plynach ustrojowych w coraz wiekszym stopniu stanowi podstawe skutecznej
diagnostyki. Oczekuje sie, ze stezenie biomarkera bedzie umozliwiato wykrycie choroby, a ponadto po-
zwoli na okreslenie stadium choroby oraz skutecznosci terapii. Niestety, znane i stosowane obecnie
biomarkery nie spetniaja poktadanych oczekiwan w petni. Oczekuje sie, ze skuteczno$¢ wykrycia cho-
roby bedzie 100-procentowa a jednoczesnie — catkowity brak wynikow fatszywie pozytywnych. Brak
takich biomarkeréw powoduje, ze diagnostyka odwotuje sie do wynikdw dwdch lub trzech biomarkerdw.
Przyktadem takiego podejscia jest algorytm ROMA (risk of ovarian malignancy algorithm), obliczany na
podstawie wynikow dwoch biomarkerow CA-125 and HE 4.

Stosunkowo czesto ciekta biopsja jest instrumentem diagnostycznym w zakresie choréb gineko-
logiczno-onkologicznych. CA-125 and HE 4 s3 szeroko stosowane w diagnostyce raka jajnika. CA-125
jest takze markerem raka piersi (Jie Wu, Zhifeng Fu, Feng Yan, Huangxian Ju, Biomedical and clinical
applications of immunoassays and immunosensors for tumor markers, Trends in Analytical Chemistry,
Vol. 26, No. 7, 2007, 679-688.). Innym markerem raka piersi jest CEA. Nowym markerem zwigzanym
z endometrioza jest aromataza (Gorodkiewicz E., Sankiewicz A., Laudanski P. “Surface plasmon reso-
nance imaging biosensors for aromatase based on a potent inhibitor and a specific antibody: Sensor
development and application for biological material’, Central European Journal of Chemistry, 2014,
12(5), 557-567,). Interleukina IL-6 jest znanym markerem stanow zapalnych. Réwnoczesne oznaczanie
tych 5 biomarkeréw dostarczy znacznie wiecej informacji niz wynik pojedynczego biomarkera.

Technika pozwalajgca na oznaczanie tych biomarkerdw jest powierzchniowy rezonans plazmo-
néw w wersji obrazowej (Imaging) (SPRi) realizowany w wersji peku punktéow pomiarowych i pomiarem
SPRi bez obecnosci roztworu a réznigca sie technicznie od wersji przeptywowej SPR. Zostata ona
przedstawiona m.in. w pracach: A. Sankiewicz, L. Romanowicz, P. Laudanski, B. Zelazowska-Rutkow-
ska, 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. Sankie-
wicz, Z. tukaszewski, K. Trojanowska, E. Gorodkiewicz, Determination of collagen type IV by Surface
Plasmon Resonance Imaging using a specific biosensor, Anal Biochem. 2016; 515: 40-46; A. Sankie-
wicz, A. Markowska, Z. tukaszewski, B. Puzan, E. Gorodkiewicz, Methods for 20S Immunoproteasome
and 20S Constitutive Proteasome Determination Based on SPRI Biosensors, Cell Molec Bioengin.
2017; 10: 174-185.40-46; A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, I. Sveklo, E. Gorodkiewicz, The deve-
lopment of a matrix metalloproteinase-1 biosensor based on the surface plasmon resonance imaging
technique, Anal Methods. 2016;8:6428—-6435; A. Tokarzewicz, L. Romanowicz, |. Sveklo, E. Matusz-
czak, A. Hermanowicz, E. Gorodkiewicz. SPRI biosensors for quantitative determination of matrix me-
talloproteinase-2, Anal Methods. 9(2017) 2407—2414; A. Sankiewicz, L. Romanowicz, M. Pyc, A. Her-
manowicz, E. Gorodkiewicz, 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. Her-
manowicz, K. Sobolewski, E. Gorodkiewicz, A New Analytical Method for Determination of Cathepsin L Ba-
sed on the Surface Plasmon Resonance Imaging Biosensor, Int J Mol Sci.; 20(2019)2166.

Zastosowanie bioanalityczne SPRi przedstawiajg m.in. publikacje: A. Sankiewicz, T. Guszcz,
R. Mena-Hortelano, K. Zukowski, E. Gorodkiewicz, Podoplanin serum and urine concentration in tran-
sitional bladder cancer, Cancer Biomark. 2016; 16: 343-350; E. Matuszczak, M. Tylicka, A. Hermano-
wicz, W. Debek, A. Sankiewicz, E. Gorodkiewicz, Application of SPR imaging biosensor for the measu-
rement of 20S proteasomes in blood plasma of children with thermal injury, Annal Clin Lab Sci. 2016;
46: 407-411; A. Tokarzewicz, T. Guszcz, A. Onopiuk, R. Kozlowski, E. Gorodkiewicz, Utility of cystatin
C as a potential bladder tumour biomarker confirmed by surface plasmon resonance technique, Indian
J A Med Res. 2018; 218: 46-50; E. Matuszczak, M. Tylicka, W. Debek, A. Sankiewicz, E. Gorodkiewicz,
A. Hermanowicz, Overexpression of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L1 (UCHL1) in serum of chil-
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dren after thermal irjury, Adv Med Sci. 2017; 62: 83—-86; A. Weremijewicz, E. Matuszczak, A. Sankie-
wicz, M. Tylicka, M. Komarowska, A. Tokarzewicz et al., Matrix metalloproteinase-2 and its correlation
with basal membrane components laminin-5 and collagen type IV in paediatric burn patients measured
with Surface Plasmon Resonance Imaging (SPRI) biosensors, Burns, 2018; 44: 931-940; D. Toli-
czenko-Bematowicz, E. Matuszczak, M. Tylicka, B. Szymanska, M. Komarowska , E. Gorodkiewicz, et
al. Overexpression of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1 (UCHL1) in boys with cryptorchidism, Plos
One, 2018; 13 : e0191806; E. Matuszczak, M. Tylicka, W. Debek, A. Sankiewicz, E. Gorodkiewicz,
A. Hermanowicz, Concentration of Proteasome in the Blood Plasma of Children with Acute Appendicitis,
Before and After Surgery, and Its Correlation with CRP, World J Surg. 2018; 42: 2259-2264; E. Matusz-
czak, M. Tylicka, W. Debek, A. Tokarzewicz, 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. 2018; 31: 136—141; D. Toliczenko-Bematowicz, E. Matusz-
czak, M. Tylicka, A. Sankiewicz, M. Komarowska, E. Gorodkiewicz, et al. 20S proteasome in the blood
plasma of boys with cryptorchidism, J Endocrinol Investig. 2018; 41: 1103—-1106; E. Matuszczak,
A. Sankiewicz, W. Debek, E. Gorodkiewicz, R. Milewski, A. Hermanowicz, Immunoproteasome in the
blood plasma of children with acute appendicitis, and its correlation with proteasome and UCHL1 mea-
sured by SPR imaging biosensors, Clin Exper Immun. 2018; 191: 125-132; E. Matuszczak, M. Koma-
rowska, M. Tylicka, W. Debek , E. Gorodkiewicz, A. Tokarzewicz, et al, Determination of the concentra-
tion of cathepsin B by SPRI biosensor in children with appendicitis, and its correlation with proteasomes,
Adv Clin Exp Med. 2018; 27:1529-1534: R. Grzywa , E. Gorodkiewicz, E. Burchacka, A. Lesner,
R Laudanski, Z. Lukaszewski, M. Sienczyk, Determination of cathepsin G in endometrial tissue using
a surface plasmon resonance imaging biosensor with tailoredphosphonic inhibitor, Eur J Obstetr Gyne-
col Reprod Biol. 2014; 182: 38-42; P. Laudanski, E. Gorodkiewicz, B. Ramotowska, R. Charkiewicz,
M. Kuzmicki, J. Szamatowicz, Determination of cathepsins B, D and G concentration in eutopic prolife-
rative endometrium of women with endometriosis by the surface plasmon resonance imaging (SPRI)
technique, Eur J Obstetr Gynecol Reprod Biol. 2013;169: 80-83.

Technika ta pozwala na oznaczanie w ptynach ustrojowych biomarkeréw CA-125 (Szymanska
B., tukaszewski Z., Hermanowicz-Szamatowicz K., Gorodkiewicz E., A biosensor for determination of
the circulating biomarker CA125/MUC16 by Surface Plasmon Resonance Imaging, Talanta, 2020, 206,
120-187,) CEA (Szymanska, B., Lukaszewski, Z., Hermanowicz-Szamatowicz, K., Gorodkiewicz, E.,
An immunosensor for the determination of carcinoembryonic antigen by Surface Plasmon Resonance
imaging, Analytical Biochemistry, 609(2020)113964), aromatazy (Guszcz T, Szymanska B., Koztowski
R., Lukaszewski Z., Laskowski R, Gorodkiewicz E., Plasma aromatase as a sensitive and selective
potential biomarker of bladder cancer and its role in tumorigenesis, Oncology Letters, 2020, 19,
562-568.), HE 4 (Szymanska B., Lukaszewski Z., Gorodkiewicz E., An SPRi biosensor for determination
of the ovarian cancer marker HE 4 in human plasma, Sensors, w druku) oraz IL-6 (Gorodkiewicz E.,
Szymanska B., tukaszewski Z., Wyrwas B.” Biosensor do oznaczania interleukiny 6 (IL-6) technika
powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji Imaging” za opisem patentowym P.433106.

Koncepcja panelu ginekologiczno-onkologicznego polega na umieszczeniu pieciu biosensorow
na wspdélnym chipie oraz wykorzystaniu széstego miejsca pomiarowego dla pomiaru poréwnawczego —
technicznie koniecznego w procesie pomiarowym.

Istota wynalazku jest panel biosensoréw ginekologiczno-onkologicznych do rownoczesnego spe-
cyficznego oznaczania stezenia biomarkerow w ptynach ustrojowych i homogenatach tkankowych tech-
nika powierzchniowego rezonansu plazmondw w wersji Imaging, stuzacy do diagnostyki raka jajnika
i innych schorzen natury ginekologiczne;.

Panel zawiera plytke szklang pokryta warstwa ztota oraz siatke polimeru tworzaca pek miejsc
aktywnych zawierajacych pie¢ roznych warstw receptorowych z przeciwciatami specyficznymi do iden-
tyfikacji danego markera oraz jedng warstwe odniesienia. Warstwy receptorowe znajdujg sie na pieciu
polach pomiarowych rownomiernie roztozonych na okregu w panelu, a warstwa odniesienia stanowi
szoste pole pomiarowe usytuowane w srodku panelu.

Kazde z szesciu pdl pomiarowych zawiera dwanascie punktéw pomiarowych. Nadto wszystkie
przeciwciata sa potaczone kowalencyjnie z linkerem — cysteaming taczaca receptory z warstwg ztota
pokrywajaca ptytke szklang, a warstwa odniesienia zawiera zimmobilizowane BSA.

Przy czym warstwy receptorowe pieciu pdl pomiarowych réwnomiernie roztozonych na okregu
stanowia: krolicze poliklonalne przeciwciato specyficzne wobec markera CA-125, krélicze poliklonalne
przeciwciato specyficzne wobec markera HE 4, mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wobec
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markera CEA, krdlicze poliklonalne przeciwciato specyficzne wobec aromatazy oraz mysie monoklo-
nalne przeciwciato specyficzne wobec interleukiny 6.

W korzystnym wariancie dwanascie punktéw pomiarowych, kazdego z szesciu p6l pomiarowych
jest utozone w ukfadzie rzedowym 2-4-4-2.

Wynalazek w przyktadzie realizacji przedstawiono, na rysunku na ktérym fig. 1 pokazuje archi-
tekture panelu z warstwami receptorowymi z przeciwciatami specyficznymi do identyfikacji markerow
CA-125, HE 4, CEA, IL-6 i aromatazy; fig. 2 przedstawia wyniki oznaczania stezenia markerow
CA-125, HE 4, CEA, IL-6 i aromatazy w surowicy krwi pacjentek z rakiem jajnika; fig. 3 wyniki oznacza-
nia stezenia markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 i aromatazy w surowicy krwi zdrowych osob z grupy
kontrolnej; a fig. 4. wyniki oznaczania stezenia markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 i aromatazy w suro-
wicy krwi pacjentek z torbielg endometrialna.

Panel biosensoréw do rownoczesnego specyficznego oznaczania stezenia biomarkeréw w pty-
nach ustrojowych i homogenatach tkankowych technika powierzchniowego rezonansu plazmondw
w wersji Imaging w celu diagnostyki raka jajnika i innych schorzen natury ginekologicznej zawiera ptytke
szklang pokryta warstwa ztota oraz siatke polimeru tworzaca pek miejsc aktywnych zawierajgcych pieé
réznych warstw receptorowych oraz jedng warstwe odniesienia. Architektura panelu sktada sie z pieciu
pdl pomiarowych (o ksztatcie okregu) réwnomiernie roztozonych na okregu wokét széstego pola pomia-
rowego usytuowanego w $rodku, a kazde z szesciu pdl pomiarowych zawiera dwanascie punktow po-
miarowych — utozonych w uktadzie rzedowym 2-4-4-2 (co pokazano na fig. 1).

Warstwe receptorowa dla markera CA-125 stanowi krolicze poliklonalne przeciwciato specyficzne
wobec markera CA-125, dla markera HE 4 — krdlicze poliklonalne przeciwciato specyficzne wobec mar-
kera HE 4, dla markera CEA, mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wobec markera CEA, dla
aromatazy ARO - krdlicze poliklonalne przeciwciato specyficzne wobec aromatazy oraz dla interleukiny
6 —mysie monoklonalne przeciwciato i inhibitor specyficzny wobec interleukiny 6 IL-6, a wszystkie prze-
ciwciata sg potgczone kowalencyjnie z linkerem — cysteamina taczgca receptory z warstwa ztota pokry-
wajaca ptytke szklang. Warstwa odniesienia zawiera zimmobilizowane BSA.

Warto dodag, ze panel wedtug wynalazku jest nowym narzedziem o duzym potencjale diagno-
stycznym, ktérego znaczenie oceni $rodowisko medyczne zwigzane z diagnostyka raka jajnika iinnych
schorzeh natury ginekologicznej. Przyktad realizacji stanowig prébke mozliwosci panelu. Jednoczesnie
podobne rozwigzania nie byly dotychczas stosowane. Dodatkowa korzyscia zastosowania panelu jest
mozliwos¢ wyznaczenia algorytmu ROMA z otrzymanych wynikow.

Przyktady stosowania

Cztery rozne probki surowicy krwi pacjentek z rakiem jajnika poddano oznaczaniu za pomocag
panelu wedtug przyktadu realizacji. Wyniki oznaczania stezenia markeréw CA-125, HE 4, CEA, IL-6
i ARO w surowicy krwi pacjentek z rakiem jajnika przedstawiono na fig. 2.

Dla poréwnania przeprowadzono oznaczanie tych markerow w surowicy krwi czterech zdrowych
0s6b z grupy kontrolnej. Wyniki oznaczania stezenia markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 i ARO w su-
rowicy krwi zdrowych osob z grupy kontrolnej — przedstawiono na fig. 3.

Widaé wyraZnie wielokrotnie wyzsze wyniki w prébkach pacjentek z rakiem jajnika niz w grupie
kontrolnej, a takze zréznicowanie wynikow w grupie pacjentek, mogace swiadczy¢ o réznym zaawan-
sowaniu choroby.

Warto zwrdci¢ uwage, ze wyniki CA-125 ksztattujg sie na poziomie pg/ml, IL-6 — na poziomie
pg/ml a pozostatych markeréw — na poziomie ng/ml.

Zastosowanie panelu moze takze dotyczy¢ innych schorzen natury ginekologicznej. Przyktadem
moga by¢ znacznie podwyzszone wyniki markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 i ARO w surowicy krwi
pacjentek z torbielg endometrialng, co pokazano na fig. 4 rysunku.

Zastrzezenia patentowe

1. Panel biosensoréw do réwnoczesnego specyficznego oznaczania stezenia biomarkeréw
ginekologiczno-onkologicznych w ptynach ustrojowych i homogenatach tkankowych technika
powierzchniowego rezonansu plazmondéw w wersji Imaging w celu diagnostyki raka jajnika
i innych schorzen natury ginekologicznej znamienny tym, ze zawiera ptytke szklang pokryta
warstwg ztota oraz siatke polimeru tworzaca pek miejsc aktywnych zawierajacych pie¢ roz-
nych warstw receptorowych z przeciwciatami specyficznymi wobec danego markera oraz
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jedna warstwe odniesienia, przy czym warstwy receptorowe znajdujg sie na pieciu polach po-
miarowych rownomiernie roztozonych na okregu a warstwa odniesienia stanowi széste pole
pomiarowe usytuowane w srodku, przy czym kazde z szesciu pdl pomiarowych zawiera dwa-
nascie punktéw pomiarowych, nadto wszystkie przeciwciata sa potgczone kowalencyjnie z lin-
kerem — cysteaming taczgca receptory z warstwa ztota pokrywajaca ptytke szklang, a warstwa
odniesienia zawiera zimmobilizowane BSA (BSA), przy czym warstwy receptorowe pieciu pol
pomiarowych réwnomiernie roztozonych na okregu stanowia: krdlicze poliklonalne przeciw-
ciato specyficzne wobec markera CA-125 (CA-125), krolicze poliklonalne przeciwciato specy-
ficzne wobec markera HE 4 (HE4), mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wobec mar-
kera CEA (CEA), krolicze poliklonalne przeciwciato specyficzne wobec aromatazy (ARO) oraz
mysie monoklonalne przeciwciato specyficzne wobec interleukiny 6 (IL-6).

Panel biosensoréw wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze dwanascie punktéw pomiarowych,
kazdego z szesciu pdl pomiarowych jest utozone w uktadzie rzedowym 2-4-4-2.

Rysunki

BSA
CA-125 | HEA4
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fig. 2
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fig. 3
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fig. 4



