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|. Spis stosowanych skrotow w rozprawie doktorskiej.

Skrot

Pelna nazwa

AMPPD

Fosfataza alkaliczna z substratem fosforanu 1, 2-dioksetanu arylu adamantylu

CA 125/MUC 16

Antygen nowotworowy CA 125

CEA Antygen rakowo-ptodowy
CLIA Chemiluminescencyjny test immunologiczny
CNT Elektrody na nanorurkach weglowych
CYP19A1 Aromataza
DMSO Dimetylosulfotlenek
ECLIA Elektrochemiluminescencja
EDC Chlorowodorek 1-etylo-3(3-dimetyloaminopropylo)karbodimidu
EIA Metody immunoenzymatyczne
FIA Metody immunofluorescencyjne
HE 4 Ludzkie biatko z komdrek nabtonkowych najadrza 4
IL-6 Interleukina 6
HET Technika immunofluorescencji posredniej
MMP-2 Metaloproteinaza-2
NHS 1-hydroksy-2,5-pirydynodion
ODM 1-oktadekanotiol
PBS Buforowana fosforanem so6l fizjologiczna o pH=7,4
Pl Wskaznik predykcyjny
PNA Kwas peptydonukleinowy

Receptor

Czynnik wychwytujacy analit




RLU Wzgledne jednostki $wiatta
ROMA Algorytm ryzyka ztosliwosci jajnikow
RT-PCR Ilo$ciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
SEA Modut biatka nasienia jezowca morskiego enterokinazy i agryny
SPRI Powierzchniowy Rezonans Plazmonow w wersji obrazowe;j
Triton X-100 Eter polimeru glikolu polietylowego i p-tert-oktylofenolu

TIMP-1

Inhibitor metalopeptydazy 1




1. Wstep

Z biegiem lat, mimo rozwoju medycyny, choroby takie jak nowotwory beda
nadal stanowily jedno z najwigkszych zagrozen wiazacych si¢ z rozwojem ludzkiej
cywilizacji. W XXI w. sa one ciagle najrzadziej wyleczalnymi jednostkami chorobowymi
co moze by¢ zwigzane ze wzrostem liczby czynnikoéw kancerogennych. W celu szybszej
diagnostyki oraz diagnozowania nowotworu we wczesnym stadium coraz czesciej
stosowane s3 markery nowotworowe. Sa to substancje wielkoczgsteczkowe wytwarzane
przez nowotwor lub gospodarza i uwalniane do ptynéw ustrojowych w odpowiedzi na
nowotwor. Markery te sg coraz czg¢sciej wykorzystywane w tzw. panelach analitycznych
(test ROMA) do monitorowania kluczowych parametrow trwajacego procesu
terapeutycznego (np. chemioterapia, radioterapia).

Na podstawie obecnej wiedzy naukowej mozna wysnu¢ wnioski, ze wielu
naukowcoéw wyraznie zmierza do opracowywania miniaturowych sensorow, w ktorych
warstwa receptorowa sktada si¢ z czgstek biologicznych np. kwasow nukleinowych,
enzymow, inhibitorow lub przeciwcial, ktore sa specyficzne na dany analit. W $wiecie
nauki urzadzenia te, nazywane sg biosensorami. Znajdujg one zastosowanie w analizie
probek s$rodowiskowych, przemystowych czy w diagnostyce medycznej. Dzigki
nieszablonowym rozwigzaniom konstrukcyjnym bioczujniki charakteryzuja sie
niewielkimi rozmiarami czy znaczgco zredukowana objetoscig probki potrzebnej do
wykonania analizy w poréwnaniu do innych metod np. testy ELISA. Z uwagi na
niewielkie rozmiary cechuje je takze niski koszt produkcji oraz wysoka czulo$¢ i

selektywno$¢ wykorzystywanych receptorow.

Celem badan przedstawionych w ponizszej rozprawie doktorskiej jest stworzenie
nowego panelu analitycznego jako instrumentu do oznaczen wybranych biomarkerow w
ptynach ustrojowych cztowieka, gtdéwnie surowicy/osoczu krwi z wykorzystaniem techniki
Powierzchniowego Rezonansu Plazmonoéw w wersji Imaging (SPRI) jako metody detekcji.
Konstrukcja 1 analityczne opracowanie biosensoréw do oznaczen poszczegolnych
biomarkerow pozwalaja na uzycie ich w jednym panelu (wraz z kalibracja) do
jednoczesnego oznaczania pigciu markeréw w probkach pochodzacych od poszczegdlnych
pacjentow — Rys.1. Otrzymane wyniki sg wykorzystane do analizy algorytmu ROMA co

pozwala na lepsza diagnostyke choréb nowotworowych w réznych stadiach. Umozliwia to
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réwniez wprowadzenie nowej metody instrumentalnej (np. SPRI) do zestawu narzedzi do
badania markeréw raka, ktore sg pionierskimi celami i ktéore maja znaczacy wpltyw na

badania nad nowotworami.

ROMA test
BSA
CA-125
\
CEA —

Rysunek 1. Schemat ideowy panelu analitycznego. Opracowanie wtasne.

Metoda detekcji sygnatu analitycznego pochodzacego od konstruowanych
biosensorow jaka wykorzystano w badaniach jest Powierzchniowy Rezonans Plazmonow
(SPR). Wykorzystuje si¢ tutaj zjawisko fizyczne, ktore zachodzi w momencie, gdy ptasko
spolaryzowana fala elektromagnetyczna z zakresu widzialnego lub bliskiego nadfioletu
pada na powierzchni¢ metalu przy spelnionych warunkach catkowitego wewngtrznego

odbicia— Rys.2 [1].
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Rysunek 2. Zasada pomiaru technikg SPRI. Opracowanie wiasne.

Metoda SPR w wersji Imaging, ktora wykorzystano w ponizszych badaniach
eliminuje ztozono$¢ skanowania kata. Pomiarow dokonuje si¢ przy okreslonym kacie
padania i1 zbiera §wiatto odbite za pomocg kamery CCD, ktora odczytuje natezenie §wiatta
odbitego w postaci obrazu. Kat, przy ktérym prowadzi si¢ pomiary, zawiera si¢ w
liniowym obszarze spadku reflektancji tak, zeby zmiany natgzenia $wiatla byty
proporcjonalne do zmian wspotczynnika zatamania $wiatla wywolanych zwigzaniem

kolejnych biomolekut na powierzchni bioczujnika [2,3].

CELE 1 ZALOZENIA PRACY:

1. Konstrukcja i analityczne opracowanie biosensorow SPRI czutych na wybrane
substancje aktywne biologicznie tj. CA-125, HE4, IL-6, CEA, ktore sa zawarte w ptynach
ustrojowych tj. surowicy/osoczu krwi z wykorzystaniem: przeciwciat i inhibitoréw jako
receptoréw W biosensorach; badane ptyny ustrojowe pochodzity od pacjentéw chorych na
raka jajnika, torbiel endometrialng, raka jelita grubego oraz grupy kontrolnej;

2. Wykorzystanie biosensora specyficznego na aromataz¢ do oznaczania tego biatka w
probkach surowicy/osocza pacjentek z rakiem jajnika i torbielg edometrialng.

3. Utworzenie panelu analitycznego na podstawie nowoskonstruowanych biosensorow
do jednoczesnych oznaczen w prébkach naturalnych.

4. Wykorzystanie innych metod (np. testy ELISA, metody chemiluminescencyjne,
fluorymetryczne itp.) oznaczania stgzenia 1 aktywno$ci biomarkerow w celach

porownawczych.



Przeglad
literaturowy




1. Wybrane markery nowotworowe oraz potencjalne markery i
ich znaczenie w diagnostyce onkologicznej.

1.1.1 CA-125 — antygen nowotworowy CA-125

Antygen nowotworowy 125 (CA-125), znany réwniez jako mucyna 16
(MUC16), jest markerem charakterystycznym dla komoérek nowotworowych jajnika.
Obecnie jest szeroko stosowany jako biomarker w nablonkowym raku jajnika [4]. Po raz
pierwszy marker ten zostat opisany w 1981 roku przez Basta i jego wspotpracownikow.
Bialko to charakteryzuje si¢ podwyzszonym poziomem w surowicy U ponad 80% kobiet ze
zdiagnozowanym rakiem jajnika. Pod wzgledem struktury CA-125 zostato sklasyfikowane
jako mucyna i jest kodowane przez gen MUC16, ktory jest umiejscowiony na ramieniu
krotkim chromosomu 19 [5]. CA-125 jest silnie O-glikozylowang glikoproteing, ktéra
nadaje jej wlasciwosci hydrofilowe 1 smarujace [6,7]. Jest sktadnikiem nabtonka Zenskiego
wystepujacego w ukladzie rozrodczym, drogach oddechowych i powierzchni oka. W
przeciwienstwie do innych markeréw stezenie CA-125 jest zwykle wyrazane w
jednostkach aktywnosci (U/ml) [8].

A) B)
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. domena N-terminalna

modut SEA

NH,

w1 HH
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domena C-koficowa
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Rysunek. 3. A) Schemat budowy czasteczki CA-125/MUC16, B) Struktura trzeciorzgdowa biatka
CA-125/MUC16 [9,10]
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CA-125/ MUCI16 jest mucyng zwigzang z blong. Posiada ona charakterystyczng
pojedyncza domeng transblonowa. Duzy rozmiar MUC16 (powyzej 1000 kDa) jest jego
unikalng cechg. Bialko to jest ponad dwukrotnie dluzsze niz MUC1 i MUC4, gdyz
zawiera ok. 22 000 aminokwasow, dlatego jest ono najwickszg mucyng zwigzang z btong.
CA125/MUC16 zbudowany jest z trzech réznych domen: domena N-terminalna, domena
powtdrzen tandemowych oraz domena C-koncowa. Dwie pierwsze domeny sa catkowicie
zewnatrzkomoérkowe oraz silnie O-glikozylowane [8]. Domena powtdérzen tandemowych
charakteryzuje si¢ powtarzajacymi si¢ sekwencjami aminokwasow, ktore sg bogate w
seryne, treoning 1 proling. Domena C-koncowa jest obecna w czgsteczkach wszystkich
mucyn. Zawiera ona wiele zewnatrzkomorkowych modutow SEA (modut biatka nasienia
jezowca morskiego, enterokinazy i agryny), domen¢ transblonowa i cytoplazmatyczny
ogon. Zewnatrzkomorkowy region MUCI6 moze zosta¢ uwolniony z powierzchni
komorki w  wyniku proteolitycznego rozszczepienia. Uwaza sig, ze MUCI16 jest
rozszczepiany w miejscu gdzie rozmieszczone sa moduty SEA [9].

Warto$¢ graniczna aktywnosci markera CA-125 jest ustalona na poziomie 35
U/ml . Aktywnos¢ CA-125 w surowicy krwi lub osoczu pacjentow ze zlosliwym guzem
jajnika jest s$rednio kilkakrotnie wyzsza niz w probkach od zdrowych dawcow.
Udowodniono naukowo, ze zmienna specyficzno$¢ markera zaréwno w stanach
fizjologicznych, jak i patologicznych uzalezniona jest od typu histopatologicznego zmiany
z najwyzszymi  wartoSciami  dla raka  surowiczego, niskozréznicowanego,
endometrioidalnego. Marker CA-125 wraz z biatkiem HE 4 [11], jest stosowany do oceny
wartosci testu ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorytm), oraz jako biomarker raka
endometrium [12].

Komercyjnie do oznaczania markera CA-125 stosuje si¢ trzy metody analityczne:
elektrochemiluminescencje (ECLIA) [4,7,13], immunotest chemiluminescencji Abbot
Architect (Architect i2000) [13] oraz enzymatyczny test immunosorbcyjny (ELISA) [14].
Wszystkie trzy metody sg posrednie 1 opierajg si¢ na tworzeniu struktur kanapkowych z

dwoma przeciwciatami.
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1.2 HE 4- biatko epiderialne 4

Ostatnie doniesienia literaturowe wskazujg, ze najlepszym biomarkerem
surowiczym oprocz markera CA-125 jest HE 4. Jest to ludzkie biatko z komorek
nabtonkowych najadrza 4 znane réwniez jako czterosiarczkowe biatko domeny rdzeniowej
WAP 2 [15]. Biatka najadrzy sg czynnikami niezbednymi do dojrzewania plemnikow. HE
4 jest klasyfikowane jako biatko najadrzy, ktore nalezy do rodziny czterosiarczkowych
rdzeni biatek serwatkowych (WFDC). Biatko WFDC ma konserwatywng domen¢e WFDC
ztozong z 50 aminokwaséw z o$mioma konserwatywnymi resztami cystyny. HE 4 to

polipeptyd o dlugosci 124 aminokwasow z dwiema domenami WFDC.

Biatko to jest wydzielane w ludzkim plynie nasiennym jako homotrimer z
wigzaniami disiarczkowymi i jest inhibitorem proteazy krzyzowej, ktora hamuje niektore
testowane proteazy serynowe, aspartylowe i cysteinowe przy uzyciu hemoglobiny jako
substratu. Stosujac metode SPR zaobserwowano, ze HE 4 wykazuje znaczace wigzanie ze
wszystkimi wymienionymi proteazami. Ponadto marker HE 4 jest N-glikozylowany i
bardzo stabilny w szerokim zakresie pH i temperatury [16]. Genem kodujacym biatko HE
4 jest gen WFDC2. Zostat on zidentyfikowany w ludzkim najadrzu. Dojrzaty HE 4 jest
czasteczka wielkosci 25 kDa. Jest wytwarzany nie tylko przez zto§liwe, ale takze zdrowe
tkanki (tchawicg, $linianki, ptuca, tarczyce i prostate) [17]. Wykazuje ono duza homologig
z innymi inhibitorami proteinazy serynowej, takimi jak elafina i wydzielnicze inhibitory
proteazy leukocytowej. Badania kliniczne wykazaty znaczny wzrost wartosci HE 4 u
pacjentow z onkologig ginekologiczng [18]. Najwyzsze st¢zenia HE 4 stwierdzono w raku
nabtonkowym. Sam HE 4 ma znacznie wyzsza czuto$¢ w raku jajnika w stadium I niz sam
CA-125. W przypadku HE 4 rzadziej obserwujemy nieprawidtowosci niz przy CA-125 w
tagodnych chorobach jajnikow. Na podstawie stanu menopauzy czuto$¢ HE 4 wynosita
76% w okresie przedmenopauzalnym i 92% w okresie pomenopauzalnym przy swoistosci
75%. HE 4 jest oznaczane za pomocg metody -elektrochemicznego testu
immunologicznego typu sandwich a takze przy uzyciu testow

elektrochemiluminescencyjnych [19,20,21].
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1.3 Test ROMA
Test ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) jest nowoczesnym,

niezwykle skutecznym narzedziem diagnostycznym pozwalajacym na rdéznicowanie
zmiany wykrytej w jajnikach u kobiet. Test wymaga oznaczenia markera CA-125 oraz
markera HE 4, dzieki czemu, na podstawie matematycznych algorytméw, mozliwe jest
wyliczenie prawdopodobienstwa zezto$liwienia si¢ wykrytej zmiany w przydatkach. Test
ROMA klasyfikuje chore do dwodch grup, pierwszej obcigzonej duzym lub drugiej
obcigzonej malym ryzykiem wystgpienia nowotworu nabtonkowego jajnika. Punktacja w
skali testu ROMA jest odzwierciedleniem otrzymanego =z rownan algorytmu
matematycznego wskaznika predykcyjnego. Rdéwnania te rdéznig si¢ migdzy sobg ze

wzgledu na stan przed i po menopauzie [4,22,23].

Obliczanie punktacji w skali ROMA:
Kobiety przed menopauzg
Pl=-12,0+2,38XLN(HE4)+ 0,0626XLN(CA 125)
Kobiety po menopauzie
Pl=-8,09+1,04XLN(HE4)+0,732xLN(CA 125)

Przewidywane prawdopodobienstwo

exp(P1)/(1+ exp[P1])x100

exp- funkcja wyktadnicza
LN- logarytm naturalny
Pl- wskaznik predykcyjny
Wartos$¢ >12,5% uznawana jest za zwigkszone ryzyko u kobiet przed menopauza.

Wartos¢ >14,4% uznawana jest za zwigkszone ryzyko u kobiet po menopauza.
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1.4 CEA - antygen karcinoembrionalny

Antygen rakowo-ptodowy (CEA) jest jednym =z najwcze$niej opisanych
nowotworowych markerow molekularnych. CEA podobnie jak AFP, nalezy do grupy
antygenow rakowo-ptodowych, ktore sa wytwarzane w okresie embrionalnym i
ptodowym. Postuluje si¢, ze CEA odgrywa rol¢ w wielu procesach biologicznych, w tym
w adhezji komorek odpornosci i apoptozie. Synteza biatka CEA jest hamowana po
urodzeniu 1 wykazuje niskg ekspresj¢ w normalnych tkankach dorostych osob zdrowych,
dlatego obserwuje si¢ bardzo niskie poziomy CEA w krwi zdrowych oséb dorostych.
Wysokie stezenia CEA czgsto stwierdza si¢ w przypadkach gruczolakoraka jelita grubego
[25]. W roku 1965 Gold i Freedman jako pierwsi dokonali charakterystyki markera CEA.
Udokumentowali obecno$¢ tego biatka w tkance jelita ptodu oraz w gruczolakoraku jelita
grubego osoby dorostej. Jednocze$nie wykazali brak wystepowania tego markera w
tkankach zdrowych jelita grubego [24]. Wiele badan wykazato, ze CEA jako marker raka
mozna z powodzeniem stosowaé¢ w diagnozowaniu i ocenie rokowania w raku okrgznicy.
CEA jest glikoproteing o wysokiej masie czasteczkowej (180-200 kDa). Sktada si¢ w 60%
z kompozycji zlozonej z weglowodanow [24,26]. Jest czg$cig  supergenu
immunoglobuliny. Uwaza si¢, ze biatkko CEA jest zaangazowane W mechanizmy
rozpoznawania lub adhezji komoérek [27]. U zdrowych dawcow stezenie biomarkera w
surowicy jest nizsze niz 5 ng/ml. Stwierdzono natomiast, ze poziomy markera CEA moga
by¢ podwyzszone u pacjentdw z niezto§liwa chorobg watroby, gdyz watroba jest gtéwnym
miejscem metabolizmu CEA. Wykazano takze, ze palenie wplywa na antygen
karcinoembrionalny obecny w surowicy [28]. Antygen rakowo-ptodowy jest jednym z

najczesciej stosowanych biomarkerow do okreslania aktywnosci nowotworu.
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Rysunek 4. Struktura trzeciorzgdowa czasteczki CEA [10].
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Antygen rakowo-ptodowy jest oznaczany wieloma metodami diagnostycznymi.
Podstawowymi technikami wykrywania markera s3: kolorymetryczny multipleksowany
test immunologiczny [29], ilosciowy RT-PCR w czasie rzeczywistym (QRT — PCR) [30],
ztota elektroda modyfikowana tiomocznikiem [31,32], technika SERS [32,34], test
radioimmunologiczny, test immunoenzymatyczny (ELISA), test fluoroimmunologiczny,
chemiluminescencyjny test immunologiczny i elektrochemiluminescencyjny test

immunologiczny [35,36].

1.5 IL-6 — interleukina 6

Interleukina 6 (IL-6) jest jednym z najwazniejszych czynnikéw regulujgcych
mechanizmy obronne organizmu. Zaliczana jest do grupy cytokin plejotropowych. Jest
glikoproteing zbudowang z 184 aminokwasoéw (26 kDa) Plejotropowa cytokina IL-6
zaliczana jest do grupy bialek z czterema antyrownoleglymi alfa-helisami. Gen
kodujacy biatko IL-6 zlokalizowany jest na ramieniu krétkim 7 chromosomu (7p15-

p21) [37].

Rysunek 5. Struktura trzeciorzedowa biatka IL-6 [10] .

Interleukina 6 produkowana jest przez komorki uktadu immunologicznego, do
ktérego mozemy zaliczy¢ np. limfocyty typu B 1 T oraz monocyty, a takze przez komorki
takie jak fibroblasty, komodrki srodbtonka, czy komodrki migsniowe. Wzmozona synteza
IL-6 wystepuje w trakcie procesu aktywacji wymienionych komoérek przez interleuking 1,
interferony (INF), czynniki martwicy guza, lipopolisacharydy oraz wirusy DNA i RNA
[38]. Podwyzszone st¢zenie biatka interleukiny 6 mozemy zaobserwowaé w wielu
jednostkach chorobowych np. w nowotworach sutka, jelita grubego, trzustki, zotadka, ale

takze w biataczkach, chtoniakach, szpiczaku mnogim, w chorobach zapalnych, chorobie
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Castelmana oraz w oparzeniach, zakazeniach bakteryjnych, posocznicy i ostrym zapaleniu
trzustki [39]. U zdrowych o0sob stgzenie biatka IL-6 waha si¢ na poziomie miedzy 3,13-
12,5 pg/ml, natomiast u pacjentow ze zdiagnozowanym rakiem jajnika na poziomie 2,02-
134,25 pg/ml. Podstawowymi metodami oznaczania markera IL-6 jest: analiza
spektrometrii mas z elektrorozpylaniem, spektropolarymetria, real-time PCR oraz metoda

RFLP (polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych) [38,40].

1.6 Aromataza

Aromataza (znana rdwniez jako CYP19A1) jest kluczowym enzymem
katalizujagcym konwersje androgenéw w estrogeny [41, 42]. Aromataza jest zlokalizowana
w retikulum endoplazmatycznym komorek produkujacych estrogen i jest cytochromem
P450, ktory wymaga do katalizy reduktazy NADPH-cytochromu P450 (CPR). Podczas,
gdy interakcja mi¢dzy aromatazg i CPR jest niezb¢dna dla jej aktywnos$ci katalitycznej,
podstawa strukturalna mechanizméw przenoszenia elektronéw miedzy nimi nie jest do
konca poznana. U ludzi aromataza ulega ekspresji w wielu komorkach, takich jak komorki
ziarniste jajnika, komorki syncytiotrofoblastoéw tozyskowych, komorki Leydiga,
fibroblasty skory oraz w wielu obszarach mozgu, takich jak podwzgorze, hipokamp czy
ciato migdatowate. Zwigkszona ekspresja aromatazy ma kluczowe znaczenie w patologii,
takich chordb jak rak piersi, endometrioza lub hipogonadyzm [43]. Brak lub zmniejszona
aktywno$¢ aromatazy jest zazwyczaj przyczyng zaburzen w funkcjonowaniu neuronow
moézgowych najczesciej sprzyjajacych rozwojowi takich schorzen, jak choroba Alzheimera
lub choroba Parkinsona. Udowodniono naukowo, zZe inhibitory aromatazy (anastrozol,
letrozol lub eksemestan) mozna stosowa¢ jako leki na raka piersi z receptorem
hormonalnym. Dowiedziono, ze dla wielu pacjentek jest to jedna z kluczowych metod
leczenia raka piersi [44]. Inhibitory aromatazy wykorzystywane sg W leczeniu kobiet po
menopauzie (niektore kobiety przed menopauza rdwniez otrzymuja supresj¢ jajnikow). W
poréownaniu z zastosowaniem chemioterapii inhibitory aromatazy maja mniej skutkow

ubocznych, np. nie powoduja nudnosci [45].
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Rysunek 6. Struktura trzeciorzedowa biatka aromatazy [10].

Aktywnos$¢ aromatazy mierzona jest kilkoma metodami. Najczesciej stosowany
jest ,test wody trytowej” [46]. Test immunoenzymatyczny (ELISA) [47] zastosowano
tylko do testowania potencjalnych inhibitorow aromatazy. Warto rowniez wspomnie¢ o
innych metodach np. tescie biologicznym na komorkach ssakow [48] czy tescie substratu
fluorescencji [49]. Czgsto stosuje si¢ takze potilosSciowa analiz¢ immunohistochemiczng

[50], ktora pozwala na lokalizacje aromatazy w badanej tkance.
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2  Przyktadowe  standardowe metody  diagnostyczne

wybranych markerow nowotworowych.

2.1Testy ELISA

Test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) jest to jeden z najszerzej
wykorzystywanych testow diagnostycznych. Stosowany jest on w celu wyznaczania
stezenia danego antygenu w badanej probce. Test ten charakteryzuje sie¢ wysoka czutoscia,
relatywna prostota oraz mozliwo$cig jednoczesnej analizy bardzo duzej liczby probek. Jest
to metoda bardzo tatwa do zautomatyzowania. Mozemy wyr6zni¢ kilkadziesigt odmian
testu ELISA. Wszystkie opieraja si¢ jednak na do$¢ podobnych zasadach. Do

najwazniejszych odmian testu ELISA zaliczamy testy bezposrednie i posrednie [51].

Reakcja bezposrednia i posrednia
Bezposredni test ELISA jest najczesciej stosowany do wykrycia przeciwciat

obecnych w surowicy przeciw okreslonym antygenom drobnoustroju. Studzienki ptytki 96-
studzienkowej pokrywa si¢ drobnoustrojami, lizatami lub antygenami. Nastepnie
dodawana jest do studzienek rozcienczona surowica chorego. Obecne w surowicy
przeciwciata przyczepiaja si¢ stabilnie do odpowiednich antygenéw i trwale oplaszczaja
studzienke. Niezwigzane przeciwciala surowicy odplukiwane sg odpowiednimi buforami.
W kolejnym etapie do studzienek dodaje si¢ roztwor przeciwcial drugorzg¢dowych.
Charakteryzuja si¢ one tym, Ze rozpoznaja fragmenty Fc przeciwcial danej klasy.
Przeciwciata drugorzedowe sg skoniugowane z odpowiednim enzymem. Nastepnie dodaje
si¢ konkretny substrat enzymu, ktory nastepnie zostaje przeksztalcony w barwng postac.
Za pomoca spektrofotometru odczytuje si¢ absorbancj¢ $§wiatla o danej dlugosci fali w
poszczegodlnych badanych studzienkach. Intensywno$¢ otrzymanej doswiadczalnie reakcji
barwnej jest proporcjonalna do stezenia przeciwcial zwigzanych do antygenéow w
badanych probkach [51].

Posredni test ELISA to metoda stuzagca do wykrywania obecno$ci antygenow,
znajdujacych w badanym materiale. Bazujac na tym tescie dno studzienek optaszczane jest
konkretnymi przeciwciatami monoklonalnymi. Nastepnie do studzienek dodawana jest
surowica. Po etapie optukania do studzienki dodawane sg okreslone przeciwciata

drugorzgdowe. Rozpoznaja one inny epitop w zakresie tego samego antygenu.
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Przeciwciata drugorzgdowe moga by¢ skoniugowane z okreslonym enzymem lub z danym

radioizotopem [52].

substrat

substrat

(_ przeciwcialo
. y; \drugurzgduwe

przeciw ciato
pierwszorzedow

antygen @y a
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bezpoéredni ELISA posredni ELISA
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Rysunek 7. Schemat reakcji immunoenzymatycznej: a) bezposrednia, b) posrednia.

Opracowanie wlasne.

Test podwdjnego wigzania — kanapkowy ,,Sandwich”

Jest to trzeci rodzaj testu ELISA. Schemat pomiaru jest nastgpujacy. Do ptytki
optaszczonej przeciwciatem na fazie statej dodaje si¢ antygen, ktory jest ,,wylapywany”
przez zwigzany na powierzchni ptytki receptor (przeciwciato). Nastgpnie dodawane sa
przeciwciala pierwszorzgdowe. Lacza si¢ one z antygenem. W kolejnym etapie
wyptukiwany jest nadmiar antygenu oraz dodawane sg przeciwciala drugorzedowe.
Przeciwciala drugorzedowe znakowane s3 odpowiednim enzymem. Roztwor
substrat/chromofor dodawany jest na ptytkg, natomiast enzym katalizuje reakcje. W
efekcie obserwujemy barwny produkt reakcji, ktéry odczytujemy spektrofotometrycznie

[52].

Reakcja kompetytywna

Kolejng odmiang testu jest tak zwany kompetytywny test ELISA. Ten rodzaj testu
umozliwia wykluczenie jednego z etapdéw pracy w tescie bezposrednim, czyli plukania.
Test kompetytywny polega na jednoczesnym dodawaniu do studzienki surowicy
gotowych, skoniugowanych z enzymem przeciwcial monoklonalnych. Rozpoznaja one
konkretny antygen znajdujacy si¢ na dnie studzienki. O miejsce wigzania musza
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rywalizowa¢ ze sobg przeciwciala monoklonalne oraz te znajdujace si¢ w badanej
surowicy. Niezwigzane przeciwciala sg wyplukiwane. Ostatnim etapem analizy jest
wywotanie reakcji barwnej. Jesli w surowicy nie znajdowaly si¢ przeciwciata rozpoznajace
antygen, ktory jest umieszczony na dnie studzienki, wowczas dochodzi do rozwinigcia si¢
reakcji barwnej. Im wigksze jest stezenie przeciwciala w surowicy, tym obserwowana

reakcja barwna bedzie stabiej rozwinigta [51,52].

substrat

®6.
/) N\ substrat

inhibitor‘ M
V/ N antygenu . e
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N/ o )\
przeciwciato .
I ea_kcja podwéjnggo reakcja kompetytywna
wiazania sandwich ELISA
ELISA

Rysunek 8. Schemat reakcji immunoenzymatycznej metoda a) podwoédjnego wigzania

(Sandwich ELISA) b) kompetytywng. Opracowanie wlasne.

Testy ELISA sa wykorzystywane do oznaczania markeréw nowotworowych m.in. CA-

125, HE 4, CEA, IL-6, CA 72-4, AFP, PSA.

2.2 Inne metody immunoenzymatyczne

Metody immunoenzymatyczne (EIA), bazuja na zastosowaniu antygenu lub
przeciwciata, ktore sprzgga si¢ z enzymem, ktorego pomiar produktu otrzymanego w
reakcji enzymatyczne] rozkladajacej okreslony substrat jest miernikiem iloSciowym.
Wytworzony produkt reakcji jest barwny, a nat¢zenie barwy zalezy posrednio od
zawarto$ci oznaczanego antygenu czy przeciwciala i jest mierzone z uzyciem metod
spektrofotometrycznych[53].
Najczgs$ciej stosowanymi enzymami sg:

e [osfataza alkaliczna AP (substrat p-nirofenylofosforan [p-NPP])

21



e Peroksydaza chrzanowa HRP (substrat o-fenylenodiamina [OPD])

Rozwoj tych metod doprowadzit do ich udoskonalenia i rozbudowania. M.in.
zastosowano drugie przeciwciatlo przeciw temu pierwszemu, ktore bylo znakowane
odpowiednim enzymem. Zaobserwowano, ze wykorzystanie uktadéw biotyna-awidyna lub
biotyna-streptawidyna do tej metody znacznie zwigksza czuto$¢ detekcji. Awidyna
charakteryzuje si¢ tym, ze moze by¢ kowalencyjnie znakowana np.: enzymami.
Streptawidyna natomiast w swojej budowie nie posiada reszt cukrowych przez co zwigksza

si¢ specyficznos¢ metody.

2.2.1 Chemiluminescencyjne (CLIA)

Chemiluminescencyjny test immunologiczny (CLIA) — Rys.9 to technika
immunologiczna, w ktorej znacznikiem jest czgsteczka luminescencyjna. Luminescencja
nazywamy emisje promieniowania widzialnego lub prawie widzialnego (k = 300-800 nm).
Jest ono generowane, gdy elektron przechodzi ze stanu wzbudzonego do stanu
podstawowego. Energia potencjalna w atomie jest uwolniona w postaci S$wiatla.
W spektrofotometrii luminescencja ma przewagg nad absorbancja, poniewaz pierwsza jest
miarg bezwzgledna, podczas gdy druga jest wzgledna. Metody chemiluminescencyjne
mozemy podzieli¢ na te bezposrednie Z uzyciem markerow luminoforowych lub posrednie
z uzyciem markero6w enzymatycznych.

W bezposrednich  metodach  chemiluminescencyjnych  jako  markery
luminoforowe stosuje si¢ estry akrydyny i rutenu. W metodach po$rednich markery
enzymatyczne to fosfataza alkaliczna z substratem fosforanu 1, 2-dioksetanu arylu
adamantylu (AMPPD) oraz peroksydaza chrzanowa z luminolem lub jego pochodnymi
jako substratem. Czasteczki, takie jak AMPPD 1 pochodne czasteczek zasad izoluminolu,
s bardziej stabilne w poréwnaniu z innymi markerami luminescencyjnymi. Powoduja one
emisje $wiatla z charakterystycznie podwyzszong wydajnoscia kwantowa. Aktywacja tych
substratow wymaga reakcji chemicznych lub enzymatycznych zwigzanych z reakcja
immunologiczng. W celu ulepszenia 1 podwyzszenia czuto$ci metody stosuje si¢ dodatek
wzmacniacza (np. zelazocyjanek, jony metali), ktéry wzmacnia aktywacje elektronowa,

prowadzac do wyjatkowo podwyzszonej czutosci analitycznej (mol™/1).
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Technike chemiluminescencyjng wykorzystuje si¢ do pomiaru stgzen
hormonéw, lekéw, witamin, markeréw nowotworowych w surowicy, markeréw choréb

zakaznych, markerow uszkodzenia migénia sercowego i wreszcie autoprzeciwcial [54,55].
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Rysunek 9. Schemat reakcji chemiluminescencyjnego testu immunologicznego (CLIA) [54].

Metoda ta oznaczane sg takie markery nowotworowe jak: CEA, cytokeratyna
19, SCC [55]

2.2.2 Elektrochemiluminescencyjne (ECLIA)

W metodzie elektrochemiluminescencyjnej (ECLIA) sygnalem analitycznym
jest impuls $wiatta wyzwalany przez impuls elektryczny. Impuls $wiatta powstaje w
wyniku mechanizmu chemiluminiscencyjnego. Do oznaczania biomarkeréw jest
najczesciej stosowany uktad pary red-oks: tripropyloamina — kompleks rutenu(ll) z trzema
ligandami bipirydylu [56,57]. Przyktadowy schemat stosowany w ECLIA jest pokazany na
Rys.10. Wzbudzona impulsem elektrycznym tripropyloamina redukuje jon rutenu (111)
skompleksowany z pirydylem do wzbudzonego rutenu(ll) nadal skompleksowanego z
bipirydylem. Ten wzbudzony ruten(ll) emituje impuls $wietlny. Kompleks po
wyemitowaniu $wiatla jest utleniany na elektrodzie do kompleksu rutenu (I11) i jest gotowy
do nastepnego cyklu. Ten uktad jest stosowany jako znacznik w metodzie ECLIA
stosowanej do oznaczania biomarkerow. W tym celu kompleks jest sprzezony wigzaniem

kowalencyjnym z przeciwcialem aktywnym wzgledem o0znaczanego biomarkera
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(przeciwcialo 2). Jednak opisany wyzej uktad shuzy tylko jako znacznik a oznaczany
biomarker jest wychwytywany z roztworu przez inne przeciwcialo (przeciwciato 1)
aktywne wzgledem oznaczanego biomarkera. Tworzy si¢ agregat typu sandwich, ktory
tworzy impuls $wietlny wyzwolony przez impuls elektryczny [58].

W najczgéciej stosowanym rozwigzaniu biomarker jest wstepnie zatezany za
pomocg koralikow magnetycznych. Koraliki sa pokryte zimmobilizowang streptawidyng a
przeciwcialo 1 jest sprzezone z biotyng. Takie koraliki wychwytuja biomarker z
mieszanego roztworu. Magnes umieszczony pod elektroda platynowag $cigga koraliki
powodujac ich zageszczenie. Teraz nastgpuje oddzialywanie zimmobilizowanego
biomarkera ze znacznikiem opisanym wyzej za posrednictwem przeciwciata 2. Po
przylozeniu napigcia zostaje wyzwolony impuls $§wiatlta, proporcjonalny do ilosci
zatezonego biomarkera [59].

Opisana metoda jest znacznikowa, posrednia i wymaga wstepnego zat¢zania.

X

pochodna rutenu

kompleks
> zawierajacy
dodanie antygen i
dibutyloetanoloaminy i przeciwcialo
emitowanie §wiatla za <
pomocy elektrody
biotyna
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. czastki
magnetyczne

elektroda

Rysunek 10. Schemat ideowy reakcji elektrochemiluminescencyjnej (ECLIA) [58].
Za pomocy tego testu w standardowych laboratoriach diagnostycznych oznaczany jest
m.in. marker CA-125, CEA, IL-6.
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2.2.3 Metody immunofluorescencyjne

Metody immunofluorescencyjne (FIA) sa technikami nieizotopowymi. Stosuje
sic W nich substancje zwane fluoroforami np.: fluoresceina lub rodamina.
W  przypadku tych  metod stosuje si¢ dwa  rodzaje  znacznikow:
fluorofory, ktére sg bezposrednio przylaczone do antygenu I enzymy, ktorych aktywno$é
oznacza si¢ za pomocg produktu koncowego reakcji powodujacego fluorescencje [60,61].
Mozemy wyr6zni¢ dwie odmiany testu immunofluorescencyjnego posrednig i
bezposrednia.

Immunofluorescencja posrednia (indirect immunofluorescence technique-11FT)
jest najszerzej stosowang metodg przesiewowsg pozwalajaca na diagnozowanie chorob
autoimmunologicznych. Analiza materiatu biologicznego przy wykorzystaniu tej techniki
polega na umieszczeniu substratu (antygenu) na szkietku mikroskopowym, ktore stuzy
do wykrywania swoistych przeciwciat krazacych w surowicy pacjenta.

Najczesciej wykorzystywanymi substratami do analizy IIFT mogg by¢: rozmazy
komorkowe, skrawki tkanek lub wysoko oczyszczone antygeny monospecyficzne. Wyzej
opisana metoda analityczna charakteryzuje si¢ bardzo wysoka czutos$cig. W diagnostyce

klinicznej jest bardzo cz¢sto metoda pierwszego wyboru.

Zasada dzialania testu

Pomiar przy uzyciu immunofluorescencji posredniej bazuje na kilku
kluczowych etapach.

W pierwszym etapie diagnosta nanosi na substrat odpowiednio rozcienczong
surowice pacjenta. Jezeli w analizowanej probce znajduja si¢ specyficzne przeciwciata,
dochodzi do reakcji przeciwciato-antygen. W nastgpnym etapie dodawany jest roztwor
przeciwcial antyludzkich, ktére znakowane sga barwnikiem fluorescencyjnym
(izotiocyjanianem fluoresceiny — FITC), zwanym powszechnie koniugatem. Ostatecznie
pod mikroskopem fluorescencyjnym mozemy obserwowaé charakterystyczne wzory
fluorescencji. Wybor typu $wiecenia zalezy od morfologicznej lokalizacji docelowego

antygenu.
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Rysunek 11. Schemat ideowy dziatania testu z wykorzystaniem immunofluorescencji posredniej,

FITC- izotiocyjanian fluoresceiny [61].

Reakcja bezposrednia jest duzo rzadziej wykorzystywana w diagnostyce
klinicznej. Zasada dziatania testu opiera si¢ na reakcji antygenu ze znakowanym
przeciwcialem dajac znakowany kompleks antygen-przeciwciato [60,61].

Technika ta mozemy oznaczy¢ takie markery nowotworowe jak CD20 [62]

oraz HER2 [ 63].
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3  Typy biosensorow uiywane do oznaczen biomarkerow i ich

charakterystyka.

Biosensor to urzadzenie wykorzystujace specyficzne reakcje biochemiczne do
oznaczania okre$lonych zwigzkow chemicznych, za pomoca sygnatow optycznych,
elektrycznych lub termicznych [64,65]. Dziatanie biosensora opiera si¢ na specyficznym
rozpoznawaniu badanego analitu bedacego w stycznosci z sensorem fizycznym lub
chemicznym. Rolg czujnika jest selektywna reakcja z badang substancja, dajac za pomocg
transduktora sygnal mierzalny w czasie rzeczywistym [66,67]. Ze wzgledu na bardzo
roznorodne zastosowanie biosensorow, ich budowa oraz zasady dziatania sg bardzo rdzne.

Dobor czesci czulej bioreceptora warunkowany jest rodzajem identyfikowanego
analitu. Ze wzgledu na typ uzytego materialu biologicznego wyrdznia si¢ np.:
- biosensory enzymatyczne;

- immunosensory;

- biosensory wykorzystujace kwasy nukleinowe;
- translacyjne biosensory;

- biosensory wykorzystujace wirusy;

- nanobiosensory

3.1 Biosensory enzymatyczne

Biosensory enzymatyczne bazuja na wykorzystaniu jednego lub kilku r6znych
rodzajow enzymow. Sa one uzywane jako makroczasteczkowe czynniki wigzace i
wykorzystujace ksztatt wybranego enzymu 1 badanego analitu. Enzymy sg biatkami. Ich
rolg jest katalizowanie wielu reakcji zachodzacych w uktadach biologicznych.
Charakteryzuja si¢ wysoka selektywnoscig [68]. Zasada dziatania biosensorow
enzymatycznych opiera si¢ na rejestrowaniu zmian chemicznych zwigzanych z interakcja
analitu oraz enzymu znajdujgcego si¢ na warstwie receptorowej biosensora. Produktami
takich reakcji enzymatycznych z analitem mogg by¢ elektrony, barwne chromofory lub
moze dochodzi¢ do zmiany pH roztworu (przez uwalnianie protonéw). Mozemy rowniez
zaobserwowaé proces fluorescencji lub moze powstawac sygnal chemiluminescencyjny
[69]. Kazdy z tych produktow jest nastepnie rejestrowany przez przetwornik sygnahu.
Biosensor stuzacy do oznaczania glukozy jest najbardziej rozpowszechnionym i najlepiej

skomercjalizowanym urzadzeniem ws$rod tego rodzaju biosensorow. Bazujac na danych
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literaturowych za pierwszy biosensor enzymatyczny shuzacy do oznaczania glukozy uznaje
si¢ bioczujnik zwigzany z elektrodg Clarka [68]. Biosensory glukozy pracuja w oparciu o
reakcj¢ utleniania glukozy do kwasu glukonowego. Reakcja ta katalizowana jest przez
enzym — oksydaze glukozowsa. Innym przykladem tego typu bioczujnikoOw sg biosensory
zaprojektowane do detekc;ji ciat ketonowych, mocznika czy kreatyniny [70,71,72].
Pierwszy amperometryczny czujnik do wykrywania markerow nowotworowych
opisano w 1979 r. Byt on uzywany do oznaczania hCG w oparciu o kompetycyjny test
immunologiczny. Monoklonalne anty-hCG unieruchomiono na amperometrycznej
elektrodzie tlenowej. hCG znakowane byto enzymem katalaza [73].
Innym przyktadem moze by¢ biosensor wykrywajacy poziom markera AFP oznaczonego
metoda amperometryczng przy uzyciu przeciwciata znakowanego peroksydazg chrzanowa
lub  dehydrogenaza glukozows, ktora zostata uzyta jako enzym znakujacy do
monitorowania trombiny przy uzyciu aptameru antytrombiny, gdzie drugi aptamer jest

unieruchomiony na powierzchni elektrody [74].

3.2 Immunosensory

Immunosensory to urzadzenia analityczne opierajace si¢ na reakcji
immunochemicznej sktadajacej si¢ z antygenu lub przeciwciata jako elementu bioczujnika,
ktory jest unieruchomiony na powierzchni przetwornika. Immunoczujniki mogg odgrywac
wazng role w wykrywaniu czasteczek nowotworowych, biatek, patogenow zywnosci,
bakterii i wirusow. Immunosensory charakteryzuja si¢ wysoka specyficzno$cia [75]. Sa
one bardzo czule i moga wykrywa¢ biomolekuty na poziomie st¢zenia nmoli a nawet
pmoli. Urzadzenia oparte na immunoczujnikach moga wykrywac¢ zmiany w 0pornosci,
pradu czy pojemnosci. Sg takze szeroko wykorzystywane przy oznaczeniach biomarkerow
w diagnostyce klinicznej [80]. Konwencjonalny test immunologiczny wykorzystuje
przeciwciato sktadajace si¢ ze struktury w ksztalcie litery "Y", posiadajace dwa miejsca
wigzania antygendéw. Czasteczka antygenu moze wigzaé si¢ z przeciwciatem poprzez
specyficzng interakcje, czynigc je wysoce powtarzalnymi i specyficznymi [75,76]. W
literaturze jednym z najszerzej rozpowszechnionych immunosensorow jest sensor czuty na

antygen specyficzny dla nowotworu prostaty (PSA) [77].
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3.3 Biosensory wykorzystujgce kwasy nukleinowe

Biosensory wykorzystujace kwasy nukleinowe jest to stosunkowo nowa grupa, ktora
znalazta zastosowanie do wykrywania mutacji w sekwencjach genetycznych,
zanieczyszczen w przemys$le farmaceutycznym oraz w badaniach nad uwolnieniem
genetycznie zmodyfikowanych mikroorganizméw do $rodowiska. Ten typ biosensorow
moze zawiera¢ pojedyncze lub dwuniciowe tancuchy DNA lub RNA. Hybrydyzujg one ze
specyficznymi dla danego tancucha sekwencjami komplementarnymi,
niskoczgsteczkowymi  zwigzkami  chemicznymi (toksyny, leki) oraz biatkami

wykazujacymi powinowactwo do kwasoéw nukleinowych [78].

sonda

elektroda G T G C
zlota \/\(\/\/

NSNS

analit

Rysunek 12. Hybrydyzacja czasteczki analitu z komplementarng sondg biosensora [79].

Do wyzej wymienionej grupy biosensorow mozemy zaliczy¢ takze te, w ktorych
elementem czulym jest kwas peptydonukleinowy (PNA). Jest on unieruchamiany na
no$niku za pomoca wigzan peptydowych lub czasteczek lacznikowych. PNA nie zawiera
pentoz ani grup fosforanowych. Jest jednak w stanie nasladowa¢ DNA i taczy¢ sie z
komplementarnymi sekwencjami. Moze si¢ on roéwniez taczy¢ z odpowiednimi
czasteczkami RNA [79].

A\ badaniach diagnostycznych najczesciej wykorzystywane s
kilkunastonukleotydowe sekwencje DNA 1 RNA. Charakteryzuja si¢ one Wysoka
specyficznoscig 1 powinowactwem wzgledem badanego analitu. Wyzej wymienione

sekwencje nazywamy aptamerami. Aptamery nie wymagajg stosowania kultur
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komoérkowych 1 organizméw zwierzecych i dlatego mozna je syntezowa¢ w duzych
ilosciach oraz stosunkowo matym kosztem.

Biorgc pod uwage niewielkie rozmiary aptamery mogg by¢ gesto upakowane
na powierzchni biosensora. Cechujg si¢ duzg stabilnoscig. Mozna dodatkowo zwigkszy¢
stabilno$¢ aptamerow stosujac chemicznie modyfikowane nukleotydy. Dzigki temu, przez
wiele cykli, tancuchy nie tracg swoich whasciwosci [80].

Biosensory DNA wykorzystuje si¢ do analizy genow, szybkiego wykrywania
biologicznych srodkow bojowych, specyficznego wykrywania patogennych bakterii oraz w
badaniach kryminalistycznych [78,79]. Obecnie biosensory RNA wykorzystywane sa m.in.

do oznaczen wirusa opryszczki HPV [79].

3.4 Biosensory translacyjne

Biosensory translacyjne powstaja z polaczenia aptameru RNA z domeng
regulacyjng RNA poprzez wykorzystanie odpowiedniego ligandu. Takie polaczenie
wywoluja zmiany konformacyjne czujnika RNA dzigki czemu mozemy regulowaé
ekspresj¢ danego genu. W efekcie dochodzi do uwolnienia domeny antysensowej
(uaktywnienie sekwencji). Do produkcji tego typu sensorow stosuje si¢ aptamery
specyficzne dla réznego typu ligandéw oraz sekwencje antysensowne dla réznych gendéw

[81].

3.5  Biosensory wykorzystujgce wirusy
Do konstruowania biosensoréw bakteriofagowych najczesciej stosuje sie
wirusy infekujgce bakterie czyli bakteriofagi. Charakteryzuja si¢ one wysoka
selektywnoscig 1 czulo$cia, oraz posiadajg zadowalajgcg chemiczng 1 termiczng stabilnos¢.
Biosensory wykorzystujace wirusy moga by¢ faczone z innymi biomolekutami 1
nanomateriatami a takze immobilizowane na powierzchni przetwornika urzadzenia
analitycznego [82].

Wirusy, ktore charakteryzuja si¢ powinowactwem do konkretnego rodzaju ligandu
odnajduje si¢ dzigki tzw. fagowej ekspresji peptydow (ang. phage display). Dzigki
odpowiednim modyfikacjom mozna réwniez uzyskaé specyficzno$¢ wzgledem badanego
analitu. Do produkcji biosensorow wykorzystuje si¢ fagi nielityczne, stosowane jako
substytuty przeciwcial, ale réwniez fagi lityczne. Ich zastosowanie umozliwia wykrywanie

specyficznych szczepow bakterii np. E. Coli, Salmonelli [83].
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3.6 Nanobiosensory

W ostatnich latach zaobserwowano nowatorski rozwo6j nanotechnologii. Na
podstawie obecnej wiedzy naukowej mozna zauwazyé coraz szersze zastosowanie
biosensorow W skali nano. Biosensory takie cechuje wyjatkowa wszechstronnos¢, gdyz
mozna je taczy¢ z wieloma rodzajami detekcji oraz oznacza¢ nimi Szerokg grupe analitow.
Zadaniem nanobiosensorow jest Wykrywanie biochemicznych oraz biofizycznych
sygnatow pochodzacych od okreslonych jednostek chorobowych juz na poziomie
pojedynczej komorki czy czasteczki [84]. Nanobiosensory cechujg takze zmniejszone
rozmiary urzadzenia idealnie nadajace si¢ do czujnikow przenosnych oraz wszczepialnych.
W przysztosci umozliwig wezesng diagnostyke chordb wyniszczajacych ale takze szybkie
wykrywanie patogenéw. Mogg zosta¢ rowniez uzyte do dtugoterminowego monitorowania
pacjentéw po leczeniu chemio- lub radio- terapig. Obecnie najwickszg uwage naukowcow
przykuty nanorurki dzigki swoim specyficznym wilasciwosciom oraz duzym potencjale do
stosowania w najmniejszych przyrzadach. Nanobiosensory na bazie kompozytu elektrody
na nanorurkach weglowych (CNT) i nafionie wykorzystano m.in. selektywnego i
szybkiego oznaczania glukozy. Grupa naukowcoéw w 2001 roku przedstawita biosensor do
monitorowania pH. Jego odpowiednio zmodyfikowana powierzchnia pozwolita na
stworzenie ,receptorow wodoru”, ktére wulegaty reakcjom protonowania lub
deprotonowania, zmieniajac przy tym tadunek powierzchniowy nanowarstwy.

Nanobiosensory wykorzystano takze do analizy biatek [85].
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Badania wtasne




1. Wstep

Przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej byto
stworzenie nowego testu analitycznego jako instrumentu do oznaczen wybranych
biomarkerow w plynach ustrojowych cztowieka, gldwnie 0socza i surowicy krwi z
wykorzystaniem techniki Powierzchniowego Rezonansu Plazmonow w wersji Imaging
(SPRI) jako metody detekciji.

Skonstruowano i analitycznie opracowano 4 biosensory w oparciu o interakcje
okreslonych biatek (CA-125, HE4, IL-6 i CEA) z odpowiednimi przeciwciatami jako
receptorami. Dla interleukiny 6 opracowano takze biosensor wykorzystujgc interakcje
inhibitora z badanym biatkiem. W celu szerszej diagnostyki badanych probek w sktadzie
testu analitycznego uwzgledniono réwniez aromataze, ktorej biosensor zostat juz wezedniej
skonstruowany. Dla markera CA-125 wykonano roéwnolegle konstrukcje i analityczne
opracowanie biosensora na aparacie SPRI i jego nowym prototypie. Oznaczono takze
badany analit w probkach biologicznych (rak jajnika, torbiel endometrialna) z
wykorzystaniem nowego prototypu aparatu SPRI.

Biosensory zostaly wykorzystane do przeprowadzenia analiz iloSciowych
badanych biatek w probkach biologicznych. Ostatecznym rezultatem badan bylo uzycie
wyzej wymienionych biomarkerow w jednym panelu (wraz z kalibracja) do jednoczesnego
oznaczania pigciu markerdw w probkach pochodzacych od poszczegdlnych pacjentow. Ze
wzgledu na znaczaca role opisywanych markerow nowotworowych w diagnostyce
klinicznej oraz ocenie rokowania po zabiegu lub leczeniu farmakologicznym pacjentéw
podjeto probe opracowania testu analitycznego pozwalajacego na szybsza diagnostyke
oraz be¢dacego skuteczng realng metoda porownawcza dla szeregu metod standardowych
uzywanych w laboratoriach komercyjnie. Zawartosci okreslanych bialek zostaly oznaczone
w roznych jednostkach chorobowych takich jak: rak jajnika i torbiel endometrialna oraz

rak jelita grubego.
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2. Sprzetiodczynniki

2.1  Odczynniki

W trakcie trwania badan opisywanych w rozprawie doktorskiej zostaly wykorzystane

odczynniki, ktore zebrano w Tabeli 1:

Tabela 1. Odczynniki wykorzystywane przy konstrukcji i opracowywaniu biosensoréw SPRI.

Nazwa odczynnika Producent
Antygen karcinoembrionalny (CEA) Abcam plc, Cambridge, USA
Biatko aromataza Lucerna-Chem AG
Biatko interleukina 6 (IL-6) Abcam plc, Cambridge, USA
Ludzkie biatko epiderialne 4 (HE 4) Abcam plc, Cambridge, USA

Glikoproteina antygenowa, marker (CA

SIGMA, Steinheim, Niemcy
125/MUC 16)

Albumina ludzka (z osocza) Calbiochem
Biatko leptyna Abcam plc, Cambridge, USA
Timp-1

o Abcam plc, Cambridge, USA
Inhibitor metalopeptydazy 1

MMP-2

) SIGMA, Steinheim, Niemcy
Metaloproteinaza-2

Mpysie monoklonalne przeciwcialo .
) Abcam plc, Cambridge, USA
specyficzne na marker CEA

Krolicze poliklonalne przeciwcialo na Lucerna-Chem

aromataze AG

Mpysie monoklonalne przeciwcialo .
Abcam plc, Cambridge, USA

specyficzne na marker 1L-6

Krélicze poliklonalne przeciwciato .
] Abcam plc, Cambridge, USA
specyficzne na marker HE 4

Krélicze poliklonalne przeciwciato o .
SIGMA, Steinheim, Niemcy

specyficzne na marker CA 125
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Inhibitor
galiellalaktonu

Santa Cruz

Biotechnology

1-hydroksy-2,5-pirydynodion (NHS)

ALDRICH, Munich, Niemcy

1-oktadekanotiol (ODM)

ALDRICH, Munich, Niemcy

2-aminoetanotiol (cysteamina)

SIGMA, Steinheim, Niemcy

Chlorowodorek 1-etylo-3(3-
dimetyloaminopropylo)karbodimid
(EDC)

SIGMA, Steinheim, Niemcy

Dimetylosulfotlenek (DMSQO)

SIGMA, Steinheim, Niemcy

Etanol bezwodny

POCh Gliwice

Eter polimeru glikolu polietylowego i p-
toktylofenolu (Triton X-100)

SIGMA, Steinheim, Niemcy

Buforowana fosforanem sél fizjologiczna

(PBS)

POCh Gliwice

Wodorotlenek sodu (NaOH)

POCh Gliwice
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2.2  Sprzet

W czasie prowadzenia pomiaréw korzystano z nast¢pujacej aparatury pomiarowej:
e Zestaw aparatury SPR Imaging, (Pracownia Bioanalizy, Wydzialu Chemii
Uniwersytetu w Biatymstoku) widoczny na Rysunku 13-standardowy aparat
SPRI.
W jego sktad wchodzi:
* laser helowo-neonowy A= 632,5 nm;
* uktad dwoch soczewek o ogniskowej odpowiednio: 3 i 300 mm;
* dwa polaryzatory;
* regulowane zwierciadlo skanujace;
* rami¢ z pryzmatem;
* kamera CCD;

* rejestrator.

zwierciadto ukdad

skanujace
akl soczewek laser He-Ne

ramie uktad
z pryzmatem polaryzatoréw

kamera CCD

Rysunek 13. Zestaw aparatury SPR Imaging — standardowy aparat SPRI .
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e Prototyp aparatu SPR Imaging (Pracownia Bioanalizy, Wydzialu Chemii
Uniwersytetu w Biatymstoku) widoczny na Rysunku 14:
W jego sktad wchodzi:
* laser
* uktad soczewek 1 polaryzatorow;
* rami¢ z pryzmatem,;
* kamera CCD;

* rejestrator.
ramig z pryzmatem

uktad soczewek kamera CCD
1 polaryzatoréw

laser

Rysunek 14. Prototyp aparatu SPR Imaging skonstruowany w Pracowni Bioanalizy UwB.
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2.3 Material biologiczny

Pomiaréw stezenia markeréw CA 125, HE 4, CEA, IL-6 i aromatazy dokonano w

nastgpujacych probkach biologicznych:

- o0socze zdrowych dawcow-kobiety (Regionalne Centrum Krwiodawstwa |
Krwiolecznictwa w Bialymstoku)
Ok. 2 ml krwi wirowano przez 15 min w wiréwce z predkoscig 2500 obrotéw/min.
Trzykrotnie saczono przez sgczek bibutowy o Sredniej gestosci. Rozcienczono 2-krotnie
wodg redestylowang i poddano pomiarom.
- surowica pacjentek z rakiem jajnika i torbiela endometrialng (Bialostockie Centrum
Onkologii),
- osocze pacjentow z rakiem jelita grubego (Bialostockie Centrum Onkologii),

Osocze 1 surowica pochodzaca od pacjentow z rakiem jajnika, torbielg
endometrialng i nowotworem jelita grubego byly odpowiednio rozcienczone 2, 5 lub 10-
krotnie roztworem PBS utrzymujac pH=7,4 w zalezno$ci od rodzaju oznaczanego markera

nowotworowego.
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3. Technika pomiaru SPRI

Pomiar z detekcja SPRI sktada si¢ z kilku krokow. Na pryzmacie umieszcza si¢
czip z monowarstwg receptora (przeciwciata, inhibitora) oraz ustawia odpowiedni kat przy
ktorym nastgpuje efekt SPR. Za pomoca kamery CCD wykonywane jest zdjecie tak
przygotowanego czipa. Nastepnie na miejsca aktywne biosensora nanoszone sg
analizowane probki np. pochodzace od pacjentéw z ré6znymi jednostkami chorobowymi
lub roztwory standardowe analitu i pozostawia si¢ je na powierzchni biosensora na ok. 10
min. Po interakcji receptora z badanym analitem (biatkiem) nadmiar roztworu usuwa si¢ z
czipa oraz przeptukuje sie go woda 5-6 razy. W ostatnim etapie pomiaru jest wykonywane
zdjecie po interakcji nie zmieniajac kata padania $wiatla. (Rysunek 15). Analityczny
sygnat SPRI obliczano z roznicy sygnatéow dla kazdego miejsca aktywnego przed i po

interakcji.

[ —— miejsca
s aktywne

biosensora

Rysunek 15. Zdjecia czipa wykonane kamera CCD a) zdjgcie przed interakcja z badanym analitem,

b) zdjecie po interakcji z badanym analitem. Opracowanie wiasne.
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4. Przygotowanie biosensorow SPRI.

4.1 Podstawa biosensora

Konstrukcja biosensorow SPRI opiera si¢ na odpowiednim przygotowaniu
podstawy chipa. Podstawe stanowi ptytka ze szkta BK7 o wymiarach 16x16x1 mm pokryta
warstewkag 1 nm tytanu oraz 50 nm ztota. Uzycie warstewki tytanu zwigksza adhezj¢ ztota
do szkta. Wykorzystywane do pomiarow ptytki produkowane sa przez firme¢ Seens
(Niderlandy).

Aby efektywniej wyizolowaé miejsca aktywne na powierzchni biosensora nanosi
si¢ na ptytke technikg sitodruku warstwe fotopolimeru ELPEMER SD 2054 o grubosci 15
um. Nastepnie suszy si¢ czip przez ok. 30 minut w temperaturze 70°C oraz naswietla przez
dwie minuty promieniowaniem UV o mocy 800W. Koncowym etapem jest wywotanie
fotopolimeru poprzez umieszczenie ptytki szklanej w 1%-owym roztworze weglanu sodu.
W miejscach, w ktorych fotopolimer byt zamaskowany po optukaniu odstania si¢ czyste
ztoto, ktore pozniej wykorzystywane jest jako miejsce aktywne biosensora. Nast¢pnie
nanoszony jest nadruk rozdzielajacy, ktory po naswietleniu promieniowaniem UV o0 mocy
800W staje si¢ twardy, odporny chemicznie i hydrofobowy. Kazdy czip jest odpowiednio

znakowany. Natozenie fotopolimeru na chipy wykonywane jest w Pracowni Bioanalizy.

e ﬂ
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Rysunek 16. Zdjecie podstawy biosensora. A-ztoto, B-bezbarwny fotopolimer, C-barwna maska

hydrofobowa (nadruk rozdzielajacy).Opracowanie wiasne.

Podczas wykonywanych pomiaréw do pracy wykorzystano czipy o konstrukcji
umozliwiajacej jednoczesne oznaczanie 4, 6 lub 9 probek z 12 miejscami aktywnymi dla
kazdej probki. Na Rysunku 17 przedstawiono zdjecia czipdéw wykonane aparatem

cyfrowych oraz te uzyskane z kamery CCD.
40



Rysunek 17. Zdjecia biosensoréw wykonane aparatem cyfrowym (A), obraz pochodzacy z kamery
CCD (B) pozwalajacych na jednoczesne badanie 4, 6, 9 rdznych roztworéow lub probek.

Opracowanie wlasne.

4.2 Czesé biologiczna biosensora
Immobilizacja to proces unieruchomienia  odpowiedniego  czynnika
wychwytujacego analit (receptora biologicznego) na powierzchni tiolu. Obecnie stosuje si¢
wiele rodzajow tego typu zwigzkow takich jak: przeciwciala, inhibitory czy aptamery. W
ponizszej rozprawie doktorskiej wykorzystano dwa rodzaje specyficznych receptorow
przeciwciata i inhibitor.
W zalezno$ci od budowy biosensora wykorzystano dwa rdézne typy tiolu

cysteaming lub ODM, ktore ulegaja procesowi dwdch rd6znych immobilizacji:

a) immobilizacja kowalencyjna, ktéra polega na utworzeniu wigzan amidowych
(kowalencyjnych) pomigdzy grupa aminowg cysteaminy a karboksylowa
przeciwciala.

b)  immobilizacja hydrofobowa, ktéra bazuje na oddziatywaniach hydrofobowych
pomigdzy tancuchami 1-oktadekanotiolu (ODM) a inhibitorem.
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Rysunek 18. Schemat biologicznej czes$ci biosensora: A) dla przeciwciata jako receptora, B) dla

inhibitora jako receptora. Opracowanie wlasne.

4.2.1. Przeciwciato jako receptor

Przeciwciala to rodzaj bialek wydzielanych przez komorki plazmatyczne w
przebiegu odpowiedzi odpornosciowej typu humoralnego. Charakteryzuja si¢ one
zdolno$cia do swoistego rozpoznawania antygenéw. Budowa przeciwciat (Rys.19)
pozwala na wykorzystanie jako linkera do warstwy zlota tiolu-cysteaminy z koncowymi

grupami NHs.

H2~ “NH2

HOOC COOH

Rysunek 19. Schemat budowy przeciwciata z zaznaczonymi grupami funkcyjnymi na ramionach i

na koncach. Opracowanie wlasne.
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Schemat immobilizacji kowalencyjnej przedstawia Rys.20. Aby potaczenie grupy
karboksylowej z przeciwciata i grupy aminowe;j z tiolu byto efektywne, nalezy uprzednio
zaktywowa¢ grupe karboksylowg w przeciwciele. Zastosowanie EDC pozwala na
przeksztalcenie grupy karboksylowej w grupe estrows. Nastepnie uzycie NHS, modyfikuje
powstaty ester w aktywny, krotkozyjacy tzw. NHS-ester. W reakcji NHS-estru z grupami
aminowymi tiolu tworzy si¢ kowalencyjne wigzanie amidowe. Podczas tego procesu

stosuje sie bufor weglanowy, o pH=8.5, zapewniajacy odpowiednie srodowisko tej reakcji.

4 %

NH2 NHz NH2
NH :
\ NH2 iﬁl E 3 NH2 NH2

T \
. 4]1211 s SH @SH sn,/ ‘“@s" “

Tworzenle
monowarstwy
tiolu

cysteamina Wla,zame W1qzame

przeciwciala bialka

Rysunek 20. Immobilizacja przeciwciata na monowarstwie cysteaminy z wykorzystaniem wigzania

kowalencyjnego. Opracowanie wlasne.
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4.2.2. Inhibitory jako receptory
Inhibitory to zwiazki chemiczne, ktoére powoduja zmniejszenie szybkosci reakcji
chemicznej. Inhibitorem mozna nazwac zaré6wno substancje powodujgcg spowolnienie
jak 1 zwigzek powodujgcy zatrzymanie reakcji niekatalizowanej, lub obnizajgcej
aktywno$¢ katalizatora w reakcji katalizowanej. W powyzszej rozprawie doktorskiej
wykorzystano inhibitor specyficzny na biatko interleuking 6.

Procedura przygotowania powierzchni biologicznej z wuzyciem inhibitora
(Rys.21) polega na zanurzeniu ptytki ztotej w etanolowym roztworze ODM (20 nM) na 24
godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie takie chipy wielokrotnie ptucze si¢ w
etanolu i wodzie oraz suszy w strumieniu argonu. Tak przygotowany czip moze by¢
przechowywany i wykorzystywany do kolejnych pomiarow. Inhibitor specyficzny na IL-6
natozono na miejsca aktywne bioczujnika i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej. W tym czasie nastepuje proces unieruchomienia inhibitora i utworzenie

monowarstwy z udziatem oddziatywan hydrofobowych.

Tworzenie Wiazanie inhibitora Wiazanie biatka
monowarstwy tiolu

Rysunek 21. Immobilizacja inhibitora na monowarstwie 1-oktadekanotiolu (ODM) z

wykorzystaniem oddziatywan hydrofobowych. Opracowanie wtasne.
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4.2.3. Regeneracja biosensorow

W celu obnizenia kosztow generowanych podczas pomiaréw metoda SPRI
zuzyte biosensory poddawano procesowi regeneracji. W procesie czyszczenia
wykorzystywano mieszaning 1%Tritonu X-100 oraz NaOH (100 mM) rozpuszczonych w
500 ml wody destylowanej. Proces ten bazuje na reakcji hydrolizy zasadowej wigzania
amidowego pomiedzy receptorem a tiolem. Dochodzi do usunigcia z powierzchni
warstewki receptora (przeciwciata lub inhibitora) zwigzanego z badanym analitem
(markerem nowotworowym). Proces oczyszczania powierzchni biosensora sklada si¢ z
kilku etapéw. W pierwszej kolejnosci ptytke umieszczano w naczyniu z mieszaning
czyszczacg 1 energicznie mieszano. Po usunigciu warstwy receptora i analitu biosensor
optukiwano Kilkakrotniec woda. W celu jak najefektywniejszego usunigcia resztki
mieszaniny czyszczacej czip ptukano pod strumieniem wody destylowanej a nastgpnie
umieszczono na co najmniej 3 dni w naczyniu z woda destylowang zmieniajac ja co 24 h.
Ostatnim etapem tego procesu bylo suszenie powierzchni czipa w strumieniu argonu. W
rezultacie po wykonaniu takiego czyszczenia na czipie pozostaje tylko warstwa tiolowa (
cysteamina, ODM). Tak oczyszczony i osuszony biosensor byt ponownie wykorzystywany

do pomiarow.
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5.  Analityczne opracowanie biosensorow

5.1 Dobor optymalnego stezenia receptora.

Dobor optymalnego stezenia receptora jest jednym z kluczowych elementoéw
analitycznego opracowania biosensora. Prawidlowe wysycenie powierzchni decyduje o
prawidlowym dziataniu biosensora. Opracowano pie¢ krzywych opisujacych optymalne
stezenie przeciwciat oraz inhibitora. W tym celu sporzadzono szereg roztwordw

przeciwciat oraz inhibitora 0 nast¢pujacych stezeniach:

A) krolicze poliklonalne przeciwcialo specyficzne na marker CA-125
Corzeciveian= 10;30;50;100;150;200;250,350,350 pg/mL
B) krdlicze poliklonalne przeciwcialo specyficzne na marker HE 4
Coprzeciweiaa=0,1;0,5;1;2;5;10;20;40 ng/mL
C) mysie monoklonalne przeciwcialo specyficzne na marker CEA
Chrzeciweiaa=5;10;30;50;70;90;100;120;150 ng/mL
D) mysie monoklonalne przeciwcialo i inhibitor specyficzny na interleukine 6
Chrzeciweiata/inhibitora=1;5;10;20;30;50;100 pg/mL
Roztwory receptoréw immobilizowano na powierzchni biosensorow pokrytych
odpowiednimi tiolami (cysteaming lub ODM).
Dla kazdego =z biosensorow uzyto odpowiedniego stezenia analitu — roztworu

standardowego biatka:

A) 5pg/mL
B) 5ng/mL
C) 5ng/mL
D) 5pg/mL

Zaleznosci sygnatow SPRI od stezenia przeciwcial oraz inhibitora ilustruje Rys. 22.
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Rysunek 22. Zalezno$¢ sygnalu SPRI (Arbitrary Units) od stezen receptorow: A) krolicze

poliklonalne przeciwciato specyficzne na marker CA-125, B) krolicze poliklonalne przeciwciato

specyficzne na marker HE4, C) mysie monoklonalne przeciwciato przeciw ludzkiemu CEA, D)

mysie monoklonalne przeciweciato i inhibitor specyficzny na marker IL-6. Stupki btgdéw obliczono

dla 12 niezaleznych pomiarow dla kazdego stezenia na poziomie ufnosci 95%.

Otrzymane krzywe maja ksztalt zblizony do izotermy Langmuira z wyraznie

widoczng czeg$cig wysycenia.

Analiza otrzymanych krzywych pozwala na wybor do dalszych badan nastepujacych

stezen przeciwcial oraz inhibitora:
A) C przeciwciata CA-125=200 pg/mL
B) C przeciwciata HE 4=20 ng/mL
C) C przeciwciata CEA=80 ng/mL

D) C przeciwciata IL-6=60 pg/mL, C inhibitora IL-6=50 pg/mL
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5.2. Opracowanie krzywej kalibracyjnej.

Zakresy analitycznie uzyteczne dla kazdego z biosensorow wykorzystywanych
do badan okreslono poprzez sporzadzenie krzywych kalibracyjnych tzn. zaleznosci sygnatu
SPRI od stezenia analitu, dla pigciu badanych biatek CA-125, HE 4, CEA, IL-6 oraz dla

aromatazy. W pomiarach wykorzystano nast¢pujgce zakresy stezen:

A) marker CA-125
Chiatka= 1-200 pg/mL

B) marker HE 4
Chiata=0,1-50 ng/mL

C) marker CEA
Chiata=0,5-50 ng/mL

D) bialko interleukina 6
Chiaa=1-100 pg/mL

E) bialko aromataza
Chiata=0,1-6 ng/mL

Uzyskane wykresy zaleznosci sygnatu SPRI od stgzenia badanych analitow przedstawiono
na Rys.23.
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Rysunek 23. Zalezno$¢ sygnatu SPRI (Arbitrary Units) od stezen badanych biomarkerow A) CA-
125, B) HE 4, C) CEA, D) IL-6, E) aromatazy. Stupki btedow obliczono dla 12 niezaleznych

pomiarow dla kazdego st¢zenia na poziomie ufnosci 95%.

Uzyskane krzywe kalibracyjne posiadajg czgs$¢ prostoliniowg oraz czg$¢ wysycenia
wynikajaca z zajecia przez analit wszystkich miejsc aktywnych receptora. Do analizy
ilosciowej poszczegolnych biomarkerow analitycznie uzyteczng czes$cia krzywych jest

czg$¢ prostoliniowa.

Na podstawie wyzej opisywanych krzywych wyselekcjonowano ich zakresy prostoliniowe
—Rys. 24 :
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a) marker CA-125
Chiata= 1-150 pg/mL

b) marker HE 4
Chiata=0,1-5 ng/mL

¢) marker CEA
Chiaa=0,5-20 ng/mi

d) bialko interleukina 6
Chiata=1-20 pg/mL

e) bialko aromataza

Chiaa=0,1-4 ng/mL
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Rysunek 24. Zakresy prostoliniowe krzywych kalibracyjnych zalezno$¢ sygnatu SPRI (Arbitrary
Units) od stgzen biomarkerow A) CA-125, B) HE 4, C) CEA, D) IL-6, E) aromataza. Stupki
btedow obliczono dla 12 niezaleznych pomiaréw dla kazdego stezenia na poziomie ufnosci 95%.
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5.3 Pomiary AFM

Jako przyktad kontroli utozenia kolejnych warstw na powierzchni biosensora
wykonano analiz¢ powierzchni za pomocg mikroskopu sit atomowych (AFM) dla antygenu
karcinoembrionalnego (CEA). Mikroskopia sit atomowych (AMF) umozliwia obserwacjg
powierzchni badanego bioczujnika. Metode zastosowano do potwierdzenia utworzenia
kazdej warstwy: tiolu (cysteaminy), przeciwciata (mysiego monoklonalnego przeciwciata
anty-CEA) i biatka (CEA)- Rys.25. Zdjecia zostaly wykonane dla czystego zitota (A),
cysteaminy (B), przeciwciata (C) i CEA (D). Prezentowane zdj¢cia AFM potwierdzaja, ze
opisane etapy tworzenia kazdej warstwy na powierzchni bioczujnika rzeczywiscie miaty
miejsce. Mozna to stwierdzi¢ na podstawie tworzenia roznych struktur oraz wysokosci

warstw po kazdym etapie.

Rysunek 25. Zdjgcia AFM dla czystego ztota (A), cysteaminy (B), przeciwciata (C) i CEA (D).
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5.4 Okreslenie precyzji metody.

Kolejnym etapem analitycznego opracowania biosensoréw SPRI bylo
wyznaczenie precyzji metody. Pomiary wykonano w optymalnych warunkach pH=7.4
(bufor PBS) oraz wybranych we wczesniejszych badaniach stezeniach przeciwciatl i
inhibitora (rozdz 5, podrozdz 5.1). W celu okreslenia tego parametru sporzadzono
roztwory badanych bialek 0 odpowiednich stezeniach wymienionych w Tabeli 2.
Nastepnie wykonano pomiary sygnalu SPRI. Na podstawie otrzymanych sygnaléw z
krzywych kalibracyjnych odczytano st¢zenia analitow. Otrzymane wyniki zestawiono w
Tabeli 2

Tabela 2. Odzysk i precyzja metody wyznaczone dla badanych biomarkeréw z wykorzystaniem 24

miejsc aktywnych na powierzchni biosensora dla kazdego analitu.

Stezenie Stezenie RSD
biatka biatka SD Odzysk[%]
dodane oznaczone [%]
1,00 1,15 0,08 8,00 115
o = £
N g 2 50,0 50,1 3,28 6,50 100
S 2 g
o 100 99,9 5,87 5,90 99,9
_ 1,00 1,27 0,10 10,0 127
4
0 —_ o a
ﬁl g §>‘ ig 50,0 51,0 4.66 9,30 102
§ 2 g E
o % 100 98,9 3,34 3,30 99,0
0,50 0,51 0,03 6,00 102
< g 2,00 2,04 0,20 10,0 102
L =
T 2
= 5,00 5,19 0,49 9,80 103
. 0,50 0,41 0,03 6,00 82,0
< |
w £
© 2 5.00 5.46 0,55 11,0 109
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20,0 20,5 0,40 2,00 102
N 3,10 3,02 0,30 9,70 97,4
3
T ~
© § £ 10,0 10,7 0,98 9,80 107
= 5 5
P8
£ 20,0 19,6 1,60 8,00 97,9
3,10 3,24 0,11 3,50 104
o £ £ 10,0 10,5 0,93 9,30 105
= E B
c &
£ 20,0 20,2 1,77 8,90 101

Precyzje dla pojedynczego stezenia okreslono na podstawie dwoch miejsc

pomiarowych, z ktorych kazde posiada 12 miejsc aktywnych, (czyli n=24).

5.5 Wyznaczenie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci.

Granicg wykrywalnosci i oznaczalnosci oznaczanych biomarkerow wyznaczono
na podstawie 24 miejsc pomiarowych z wykorzystaniem $lepej proby, jakim byl roztwoér
buforowy (PBS).

Granica wykrywalno$ci zostala wyznaczona na podstawie zaleznoSci:
LOD =3xS.D.
S.D.- odchylenie standardowe dla $lepej proby
Granica oznaczalno$ci zostala wyznaczona na podstawie zalezno$ci:
LOQ =10xS.D.
S.D.- odchylenie standardowe dla $lepej proby

Otrzymane wyniki dla analizowanych biatek zebrano i zestawiono w Tabeli 3:
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Tabela 3. Zestawienie wyznaczonych granic wykrywalnosci i oznaczalnosci dla opracowywanych

metod.

Rodzaj badanego markera

Granica wykrywalnosci

Granica oznaczalnosci

LOD LOQ
CA-125
(standardowy aparat 0,24 pg/mL 0,80 pg/m
SPRI)
CA-125
0,30 pg/ml 1,00 pg/mL
(prototyp aparatu SPRI)
HE 4 0,09 ng/mL 0,30 ng/mL
CEA 0,09 ng/mL 0,30 ng/mL
IL-6
0,90 pg/mL 3,00 pg/mL
(przeciwcialo)
IL-6
0,33 pg/mL 1,10 pg/mL
(inhibitor)
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5.6 Opracowanie selektywnosci metody.

Selektywnos¢ metody to parametr pozwalajgcy oceni¢ mozliwosci oznaczen
wybranej substancji w obecnosci innych substancji tzw interferentoéw. Sam pomiar polega
na oznaczeniu danego analitu w obecnosci innych substancji mogacych wchodzi¢ w skiad
matrycy danej probki. W swoich badaniach do wyznaczenia selektywno$ci opracowanych
metod wykorzystano nastepujace biatka: leptyna, metaloproteinaza-2 i metaloproteinaza-1,
albumina, TIMP-1 oraz badane markery nowotworowe. Podczas wyboru odpowiednich
bialek bazowano na kartach charakterystyki testow ELISA oraz doniesieniach
literaturowych dostgpnych w bazach czasopism naukowych. Stezenie albumin we Krwi jest
na bardzo wysokim poziomie dlatego zbadano jej ewentualny wplyw na stezenia
markerow oznaczane poszczegdlnymi biosensorami. Jak wynika z literatury oznaczenie
poziomu leptyny jest wskazane przy diagnozowaniu pacjentek z rakiem jajnika [86].
Metaloproteinaza-2 i TIMP-1 sa oznaczane obok markera IL-6 i CEA u pacjentéw z
rakiem okreznicy [87]. Przy wyznaczaniu selektywnosci dla poszczegdlnych markeréw
wzigto pod uwage roOwniez inne biatka wchodzace w sktad panelu w celu sprawdzenia
czy ich nadmiar nie wptywa na oznaczanie poszczegdlnych zwigzkow. W tym celu
sporzadzono szereg roztwor6w badanych markeréw z r6znymi substancjami biologicznymi

w roznych stosunkach ilo§ciowych. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabelach 4-9.
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Tabela 4. Wplyw albuminy ludzkiej, leptyny, interleukiny 6, metaloproteinazy-2 na oznaczanie

stezenia markera CA 125 przy wykorzystaniu standardowego aparatu SPRI.

Stosunek Cca-125 Cca-125
Odzysk
Bialko masowy dodane otrzymane
%
Ccai2s/Chiatka (ug/mlL) (ug/mlL)
1:1 10,2+1,07 102
Leptyna 10,0
1:10 10,14+2,36 101
1:1 10,5+0,69 105
Metaloproteinaza-2 10,0
1:10 9,3+0,45 93,3
Interleukina-6 1:1 10,0 10,9+1,99 109
1:1 11,0+0,98 111
Albumina 1:100 10,0 10,0+4,12 100
1:1000 10,7+0,56 107
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Tabela 5. Wpltyw albuminy ludzkiej, leptyny, interleukiny 6, metaloproteinazy-2 na oznaczanie
stezenia markera CA 125 przy wykorzystaniu prototypu aparatu SPRI.

Stosunek Cca-125 Cca-125
Odzysk
Biatko masowy dodane otrzymane
%
Cca125/Cbhiatka (ug/mL) (ug/mlL)
1:1 9,90+0,87 99,0
Leptyna 10,0
1:10 9,37+1,22 93,7
1:1 11,1+0,36 111
Metaloproteinaza-2 10,0
1:10 9,71+3,05 97,1
Interleukina-6 1:1 10,0 10,2+2,55 102
1:1 10,7+1,74 107
Albumina 1:100 10,0 10,7+0,58 107
1:1000 10,5+1,77 105
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Tabela 6. Wptyw albuminy ludzkiej, aromatazy, interleukiny 6, CEA, CA-125, metaloproteinazy-2

na oznaczanie stezenia markera HE 4 przy wykorzystaniu standardowego aparatu SPRI.

Stosunek
CHe4 dodane | CHe4 otrzymane | Odzysk
Biatko masowy
ng/mL ng/mL %
CHE 4/Cbhiatka ( J ) ( J )
CA-125 1:1000 5,00 5,05+1,49 101
1:10 5,14+1,86 102
CEA 5,00
1:100 5,19+1,86 103
Interleukina-6 1:10 5,00 5,21+1,37 104
Metaloproteinaza-2 1:1 5,00 5,09+1,88 101
Aromataza 1:10 5,00 5,01+0,93 100
1:100 5,33+0,68 106
Albumina 5,00
1:1000 5,26+1,26 105
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Tabela 7. Wptyw albuminy ludzkiej, leptyny, interleukiny 6, metaloproteinazy-2, TIMP-1, CA 125

na oznaczanie st¢zenia markera CEA przy wykorzystaniu standardowego aparatu SPRI.

Ccea Ccea
Stosunek masowy Odzysk
) dodane otrzymane
Bialko Ccea/Cprialka %
(ng/mL) (ng/mL)
1:1 10,8+4,71 108
Leptyna 10,0
1:10 10,6+0,22 106
1:1 10,6+4,09 106
CA-125 10,0
1:10 10,2+0,47 102
1:1 10,4+1,03 104
Metaloproteinaza-2 10,0
1:10 10,7+2,33 107
Interleukina-6 1:1 10,0 10,8+1,31 108
TIMP-1 1:1 10,0 11,443,34 114
1:1 10,9+2,02 109
Albumina 1:100 10,0 10,9+1,59 109
1:1000 10,3£3,51 103
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Tabela 8. Wptyw albuminy ludzkiej, leptyny, CEA, metaloproteinazy-2, CA 125 na oznaczanie

stezenia markera IL-6 przy wykorzystaniu przeciwciata jako receptora i Standardowego aparatu

SPRI.
Stosunek Ciue Ciue
Odzysk
, Masowy dodane otrzymane
Biatko 0
%
CiL-6/Cpiatka (pg/mL) (pg/mL)

CEA 1:1000 20,0 19,4+2,68 97,0
CA-125 1:1000 20,0 19,7+1,31 98,5
1:100 20,4+1,36 102

Leptyna 20,0
1:1000 20,6+3,05 103
Metaloproteinaza-2 1:1000 20,0 20,5+3,94 102
1:100 19,8+5,47 99,2

Albumina 20,0
1:1000 19,6+5,88 97,9
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Tabela 9. Wptyw albuminy ludzkiej, leptyny, CEA, metaloproteinazy-2, CA 125 na oznaczanie

stezenia markera IL-6 przy wykorzystaniu inhibitora jako receptora i standardowego aparatu SPRI.

Stosunek CiL-e CiLe
Odzysk
masowy dod
Biadko odane otrzymane i
%
CiL-6/Cbiatka (pg/mL) (pg/mL)
CEA 1:1000 20,0 20,8+1,34 104
CA-125 1:1000 20,0 19,7£9,20 98,6
1:100 20,1+1,78 100,5
Leptyna 20,0
1:1000 19,9+1,07 99,4
Metaloproteinaza-2 1:1000 20,0 20,5+8,75 102
1:100 21,4+3,03 107
Albumina 20,0
1:1000 20,5+1,64 102
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6. Walidacja metod 7 uZyciem probek naturalnych.

6.1 Oznaczanie stezenia markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 oraz

aromatazy w probkach pacjentow z torbielq endometrialng.

Analizie poddano surowicg¢ pacjentek (n=25) ze zdiagnozowang torbielg
endometrialng. Probki podzielono na 3 grupy w zalezno$ci od czasu przed i po wykonaniu
zabiegu operacyjnego ( A-przed operacjg; B-6h po operacji wycigcia torbieli; C-24h po
operacji wycigcia torbieli ).Oznaczono w nich stezenie markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-
6 oraz aromatazy przy zastosowaniu skonstruowanych i analitycznie opracowanych
biosensorow SPRI. Otrzymane wyniki poréwnano z warto$ciami st¢zen wybranych
markerow w probkach kontrolnych (zdrowych dawcow n=18). Otrzymane wyniki

zobrazowano na Rys. 26-30.
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® Zdrowi dawcy 4 (przed operacjy) = A (przed operacjy) ®B ( 6h po operacj)
= B ( 6h po operacjt) m C (24h po operacji) m C (24h po operaciji)

e eveimott sy cona wepledem konteol: ghapy B i C przy p 0,01
Rysunek 26. Zestawienie stgzen markera CA-125 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z torbielg endometrialng o réznym czasie po resekcji torbieli. ( A-przed
operacjg; B-6h po operacji wyciecia torbieli; C-24h po operacji wyciecia torbieli ). Pomiary
wykonano na dwoch aparatach standardowym aparacie SPRI oraz na prototypie aparatu SPRI.

Stezenie kroliczego przeciwciala poliklonalnego jako receptora- 200 pg/mL.
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W dostepnej literaturze naukowej poziom markera nowotworowego CA-125 w
ptynach ustrojowych (osocze, surowica) oznaczane jest w jednostkach aktywnosci (U/mL).
Istnieje mozliwos¢ przeliczenia aktywnosci na standardowe stezenie np. (ng/ml) oznaczane za

pomoca biosensorow SPRI [88].

m
=A% —
v

C- aktywnos¢ [U/mL]
A — specyficzna aktywno$¢ dla CA-125 (1040 U/mg= 1,04 U/ng) [89]
m- masa [pug]

V- objeto$é [mL]
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Stetenie markera HE 4 [ng/mL]

B Zdrowi dawcy = A (przed operacig) =B ( 5h po operacii) B C (24h po operacii)

sistotnosé statystyczna wzgledem kontroli przy p<0,0001
**istotnodc statystycznawzgledem kontrolii grupy B 1 C przy p<0,05
*EE jstotnodt statystycznawzgledem kontrolii grupy C  przy p<0,05

Rysunek 27. Zestawienie stezen markera HE 4 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z torbielg endometrialng o réznym czasie po resekcji torbieli. ( A-przed
operacjg; B-6h po operacji wycigcia torbieli; C-24h po operacji wycigcia torbieli ). Stgzenie

kroliczego przeciwciata poliklonalnego jako receptora- 20 ng/mL.

63



100
= | 90
=
=
?‘D 80
= | 70
-
5| 60
<
= 50
5
g 40
g 30
-2
= 20
%
- 10
=
0
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*stotnodé statystycznawzgledem kontroli przy p<0,0001
**istotnost statystycznawzglgdem kontroli1 grupy B 1 C przy p<0,01

*HF stotnodd statystycznawzgledem kontroli i grupy C przy p=0,01

Rysunek 28. Zestawienie stezen markera CEA dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z torbiela endometrialng po réznym czasie od resekcji torbieli. (A-przed
operacjg; B-6h po operacji wyciecia torbieli; C-24h po operacji wyciecia torbieli). Stezenie

mysiego przeciwciata monoklonalnego jako receptora- 80 ng/mL.
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Stezenie markera IL-6 [pg/mL]

0
u Zdrowi dawcy m A (przed operacja) ™ A (przed operacjg) ®B (5h po operacji)
=B (5h po operacji) ™ C (24h po operacji) ® C ( 24h po operacji)

*stotnosé statystyczna wzgledem kontroli przy p<0,0001
**istotnoéé statystycznawzgledem kontrolii grupy B 1 C przy p<0,01

Rysunek 29. Zestawienie stezen markera IL-6 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z torbiela endometrialng o réznym czasie po resekcji torbieli. ( A-przed
operacjq; B-6h po operacji wycigcia torbieli; C-24h po operacji wycigcia torbieli ). Stezenie
mysiego przeciwciata monoklonalnego jako receptora-60 pg/mL, stezenie inhibitora specyficznego
na biatko IL-6 jako receptora-50 pg/mL.
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SteZenie aromatazy [ng/'mlL]
5

® Zdrowi dawcy ™A (przed operacja) ®B ( Shpo operacji) ™ C(24h po operacii)

*stotnosé statystycznawzgledem kontroli przy p<0,0001

Rysunek 30. Zestawienie stezen biatka aromatazy dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z torbielg endometrialng o réznym czasie po resekcji torbieli. ( A-przed
operacjg; B- 6h po operacji wyciecia torbieli; C- 24h po operacji wyciecia torbieli ). St¢zenie

kroliczego poliklonalnego przeciwciala na biatko aromataze jako receptora-20 ng/mL.

6.2. Oznaczanie stezenia markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 oraz

aromatazy w probkach pacjentow z rakiem jajnika.

Badaniu poddano surowic¢ pochodzaca od pacjentek (n=7) z Biatostockiego
Centrum Onkologii. Otrzymany materiat biologiczny podzielony byl na 4 grupy ze
wzgledu na czas przed i po wykonaniu zabiegu operacyjnego ( A-przed operacjg; B-6h po
operacji wycigcia torbieli; C-24h po operacji wycigcia torbieli; D-5 dni po operacji ). W
surowicy oznaczono stezenie markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 oraz aromatazy.
Analiz¢ wykonano przy zastosowaniu skonstruowanych i analitycznie opracowanych
biosensorow SPRI. Otrzymane wyniki poréwnano z warto$ciami st¢zen wybranych
markeréw w probkach kontrolnych (zdrowych dawcow n=18). Otrzymane wyniki

zobrazowano na Rys. 31-35.
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Stetenie markera CA 125 [ug/mlL]

m Zdrow: dawcy m A (przed operacjg) ™ A({przed operacjg) ®B ( 6h po operac) ™ B ( 6h po operacj)

W C(24h po operacj)) ™ C (24h po operacjy) B D (5 dni po operacji) ®D (5 dni po operacji)

*Fstotnodé statystycznawzgledem kontroli przy p<0,0001
**istotnodé statystycznawzgledem kontrolii grupy B, C 1 D przy p< 0,01

Rysunek 31. Zestawienie stgzen markera CA-125 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z rakiem jajnika o r6znym czasie po resekcji guza. ( A-przed operacjg; B-
6h po operacji wyciecia torbieli; C-24h po operacji wyciecia torbieli; D-5 dni po operacji).
Stezenie kroliczego przeciwciata poliklonalnego jako receptora-200 ug/mL.
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m Zdrowi dawcy m A (przed operacjg) = B ( 5h po operacji)
® C (24h po operacjt) BD (5 dni po operacj)

*istotnosé statystyczna wzgledem kontroli przy p=0,0001
**istotnodd statystyczna wzgledem kontroli1 grupy D przy p<0,05

Rysunek 32. Zestawienie stezen markera HE 4 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z rakiem rajnika o roznym czasie po resekcji torbieli. ( A-przed operacjg;
B-6h po operacji wycigcia torbieli; C-24h po operacji wyciecia torbieli; D-5 dni po operacji ).

Stezenie kroliczego przeciwciata poliklonalnego jako receptora-20 ng/mL.
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Rysunek 33. Zestawienie stezen markera CEA dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z rakiem jajnika po réznym czasie od resekcji guza. ( A-przed operacjg;
B-6h po operacji wyciecia torbieli; C-24h po operacji wycigcia torbieli; D-5 dni po operacji ).

Stezenie mysiego przeciwciata monoklonalnego jako receptora-80 ng/mL.

140

Stezenie markera IL-6 [pg/mL]

B 7 drowi dawcy B A (przed operacjg) ™ A ( przed operaciy)
u B (5h po operacji) ™ B (5h po operacji) ®C(24h po operacji
W C(24h po operacii ™D (5 dnipo operacji) ™D (5 dni po operacii)

*Mstotnost statystyczna wzglgdem kontroli przy p<0,0001
**istotnoéé statystycznawzgledem kontrolii grupy Ci1 D przy p<0,01

Rysunek 34. Zestawienie stezen markera IL-6 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z rakiem jajnika o r6znym czasie po resekcji guza. ( A-przed operacjqg; B-
6h po operacji wycigcia torbieli; C-24h po operacji wycigcia torbieli; D- 5 dni po operacji).
Stezenie mysiego przeciwciala monoklonalnego jako receptora-60 pg/mL, stgzenie inhibitora

specyficznego na marker 1L-6 jako receptora-50 pg/mL.
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*istotnoit statystycznawzgledem kontroli przy p<0,0001

Rysunek 35. Zestawienie stezen biatka aromatazy dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentek z rakiem jajnika o réznym czasie po resekcji guza. ( A-przed operacjg; B-
6h po operacji wyciecia torbieli; C-24h po operacji wyciecia torbieli; D-5dni po operacji).

Stezenie kroliczego poliklonalnego przeciwciata na biatko aromataze jako receptora-20 ng/mL.

6.3. Oznaczanie stezenia markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 oraz

aromatazy w probkach pacjentow z rakiem jelita grubego.

Oznaczono st¢zenie markerow CA-125, HE 4, CEA, IL-6 oraz aromatazy w
probkach osocza pacjentow (n=14) ze zdiagnozowanym rakiem jelita grubego. Analizg
wykonano przy zastosowaniu skonstruowanych i analitycznie opracowanych biosensorow
SPRI. Otrzymane wyniki pordwnano z warto$ciami stezen wybranych markeréw w
probkach kontrolnych (zdrowych dawcow n=18). Otrzymane wyniki zobrazowano na Rys.
36-40.
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Rysunek 36. Zestawienie st¢zen markera CA-125 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentow z rakiem jelita grubego. Stezenie kroliczego przeciwciata poliklonalnego
jako receptora-200 pg/mL.

Steieniemarkera HE 4 [ng/mlL]

m Zdrowi dawey M Rak jelita grubego

*stotnodé statystyczna wzgledem kontroli przy p<0,0001

Rysunek 37. Zestawienie stgzen markera HE 4 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentow z rakiem jelita grubego. Stezenie kroliczego przeciwciata poliklonalnego

jako receptora-20 ng/mL.
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B Zdrowi dawcy M Rak jelita grubego

Mstotnodé statystyczna wzgledem kontroli przy p<0,0001

Rysunek 38. Zestawienie stezen markera CEA dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentow z rakiem jelita grubego. Stezenie mysiego przeciwciata monoklonalnego

jako receptora-80 ng/mL.

enie markera IL-6 [pg/mlL]
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Stes

B Zdrowi dawcy MRak jelita grubego (przeciwcialo) M Rak jelita grubego (inhibitor)

*Mstotnodc statystyczna wzgledem kontroli przy p<0,0001

Rysunek 39. Zestawienie stgzen markera IL-6 dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentéw z rakiem jelita grubego. Stezenie mysiego przeciwciata monoklonalnego

jako receptora-60 pg/mL oraz inhibitora specyficznego na biatko IL-6 jako receptora-50 pg/mL
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SteZenie aromatazy [ng/mlL]

m Zdrowi dawcy ™ Rak jelita grubego

Hstotnoié statystycznawzgledem kontroli przy p<0,01

Rysunek 40. Zestawienie stezenia biatka aromatazy dla probek kontrolnych oraz dla materiatu
biologicznego pacjentow z rakiem jelita grubego. Stezenie kroliczego przeciwciata poliklonalnego

jako receptora-20 ng/mL.
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(. Walidacja metod 7 wuZyciem diagnostycznych metod

standardowych.

W celu poprawnej analizy wynikéw otrzymanych przy wykorzystaniu
walidowanych metod 2z wykorzystaniem skonstruowanych biosensorow SPRI
przeprowadzono szereg oznaczen badanych markerow z wykorzystaniem diagnostycznych
technik standardowych wykorzystywanych w medycznych laboratoriach klinicznych.
Marker CA-125 byl oznaczany standardowym testem Architect CA 125, marker HE4,
CEA oraz IL-6 testem standardowym Elecsys na analizatorze COBAS E-411. Otrzymane
w obu metodach dane poddano korelacji Persona. Otrzymane wyniki przedstawiono na
Rysunkach 41-46.
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Stezenie markera CA 125 dla metody standardowej [ug/mL]

Rysunek 41. Korelacja Pearsona migdzy wynikami stezenia markera CA-125 w surowicy krwi
pacjentek z torbiela endometrialng uzyskanych metoda SPRI i testem standardowym (Architect CA
125 test). Wspotczynnik Pearsona wyniost r = 0,970 (p <0,0001, n = 25)
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Rysunek 42. Korelacja Pearsona migdzy wynikami stezenia markera CA-125 w surowicy krwi
pacjentek z rakiem jajnika uzyskanych metodg SPRI i testem standardowym (Architect CA 125
test). Wspotczynnik Pearsona wynidst r = 0,955 (p <0,0001, n =7)
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Rysunek 43. Korelacja Pearsona migdzy wynikami st¢zenia markera HE 4 w surowicy krwi
pacjentek z rakiem jajnika uzyskanych metoda SPRI i testem standardowym (Elecsys HE 4 test na
analizatorze COBAS E-411). Wspoétczynnik Pearsona wyniost r = 0,989 (p <0,0001, n=7)
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Rysunek 44. Korelacja Pearsona migdzy wynikami stezenia markera HE 4 w osoczu krwi
pacjentek z rakiem jelita grubego uzyskanych metodg SPRI i testem standardowym (Elecsys HE 4
test na analizatorze COBAS E-411). Wspoélczynnik Pearsona wyniost r = 0,953 (p<0,0001, n = 14)
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Rysunek 45. Korelacja Pearsona migdzy wynikami st¢zenia markera CEA w o0soczu  Krwi
pacjentek z rakiem jelita grubego uzyskanych metoda SPRI i testem standardowym (Elecsys CEA
test na analizatorze COBAS E-411). Wspoétczynnik Pearsona wyniost r = 0,997 (p<0,0001, n = 14)
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Rysunek 46. Korelacja Pearsona miedzy wynikami st¢zenia markera IL-6 w 0soczu krwi pacjentek

z rakiem jelita grubego uzyskanych metoda SPRI i testem standardowym (Elecsys IL-6 test na

analizatorze COBAS E-411). Wspotczynnik Pearsona wynidst r = 0,975 (p<0,0001, n = 14)
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8. Jednoczesne oznaczenia wybranych markerow za pomocq

nowoopracowanego testu diagnostycznego.

Celem przedstawionych w rozprawie doktorskiej badan byta konstrukcja i
analityczne opracowanie panelu ginekologiczno-onkologicznego (wraz z kalibracjg) do
jednoczesnego oznaczania pigciu markerow nowotworowych ( CA-125, HE 4, IL-6, CEA
oraz aromatazy). Po opracowaniu pojedynczych biosensorow na wyzej wymienione biatka
wykonano jednoczesny pomiar stezenia badanych markeréw przy uzyciu

nowoskonstruowanego panelu z detekcjg SPRI. Schemat panelu przedstawiono na Rys 47.

ROMA test
BSA
CA-125 ., HE4
W | P
CEA —— }ti':-'./ ,_ :;—--—— IL-6
s
AZB ‘T/ {
. l'«-J"‘-“"——-.zai
ARO

Rysunek 47. Schemat ideowy panelu analitycznego.
Ponownej analizie przy wykorzystaniu panelu analitycznego poddano po 4 proby

pacjentek z rakiem jajnika, torbielg endometrialng, rakiem jelita grubego oraz proby

kontrolne (zdrowych dawcow). Otrzymane wyniki przedstawiono na Rys. 48-51.
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Torbiel endometrialna
Nrprob: 14,24,74,104

el
2655

Rysunek 48. Zestawienie stg¢zen markeréw CA-125, HE 4, IL-6, CEA oraz aromatazy dla 4 probek
pacjentek z torbiela endometrialng wykonane jednoczesnie za pomocg panelu ginekologiczno-

onkologicznego z detekcja SPRI
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Rak jajnika
Nrprob: 34,44,64,114
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e

Rysunek 49. Zestawienie stezen markerow CA-125, HE 4, 1L-6, CEA oraz aromatazy dla 4 probek
pacjentek z rakiem jajnika wykonane jednoczesnie za pomoca panelu ginekologiczno-

onkologicznego z detekcja SPRI
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Rak jelita grubego
Nrprob: 1,2,3,4

1 é é 2
3 F F 4
Rysunek 50. Zestawienie st¢zen markeréw CA-125, HE 4, IL-6, CEA oraz aromatazy dla 4 probek

pacjentek z rakiem jelita grubego wykonane jednoczesnie za pomoca panelu ginekologiczno-
onkologicznego z detekcja SPRI.
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Zdrowi dawey
Nrprob: 1,2,3,4

1 & & 2
3 & & 4
Rysunek 51. Zestawienie stezen markerow CA-125, HE 4, IL-6, CEA oraz aromatazy dla 4 probek

zdrowych dawcow (proby kontrolne) wykonane jednocze$nie za pomoca panelu ginekologiczno-

onkologicznego z detekcja SPRI.

Po  przeprowadzeniu  oznaczen  wybranych  probek torbieli
endometrialnej, raka jajnika, raka jelita grubego oraz zdrowych dawcoéw poréwnano
wyniki otrzymane za pomocg panelu ginekologiczno-onkologicznego z tymi uzyskanymi
przy wykorzystaniu skonstruowanych i analitycznie opracowanych biosensorow SPRI na

poszczegdlne markery nowotworowe. Wyniki zestawiono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Zestawienie poréwnania st¢zen badanych markeréw nowotworowych uzyskanych przy

wykorzystaniu panelu ginekologiczno-onkologicznego i pojedynczych biosensorow SPRI.

Nazwa markera

Panel ginekologiczno-onkologiczny

Biosensor SPRI

Torbiel endometrialna

Nr prébki 1A
CA-125 [ug/mL] 68,3+0,5 73,6+4,7
HE 4 [ng/mL] 28,5+0,7 26,2+1,4
CEA [ng/mL] 55,2+0,6 55,5+0,7
IL-6 [pg/mL] 78,9+1,4 80,2+5,6
ARO [ng/mL] 28,4+0,4 28,132
Nr prébki 2A
CA-125 [ug/mL] 26,6+0,8 26,2+3,2
HE 4 [ng/mL] 19,1+2,1 19,3+0,3
CEA [ng/mL] 80,9+1,3 80,1+4,3
IL-6 [pg/mL] 64,9+3,4 65,6+2,5
ARO [ng/mL] 13,9+0,4 14,2+1,8
Nr prébki 7A
CA-125 [ug/mL] 20,5+1,2 21,2443
HE 4 [ng/mL] 20,5+0,2 18,8+0,1
CEA [ng/mL] 70,7+3,4 72,0£4,6
IL-6 [pg/mL] 83,2+1,9 81,8+1,1
ARO [ng/mL] 24,4+0,4 24,7+0,8
Nr prébki 10A
CA-125 [ug/mL] 10243,6 103+5,1
HE 4 [ng/mL] 23,1+0,2 23,9+0,2
CEA [ng/mL] 71,3£1,9 72,9+6,8
IL-6 [pg/mL] 114443 113+4,5
ARO [ng/mL] 12,8+0,3 13,8+1,1
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Nazwa markera

Panel ginekologiczno-onkologiczny

Biosensor SPRI

Rak jajnika
Nr probki 3A
CA-125 [ug/mL] 173+9,6 172+13,5
HE 4 [ng/mL] 44,9+0,5 45,6+0,6
CEA [ng/mL] 124+6,3 125+3,3
IL-6 [pg/mL] 75,5+2,6 75,8+3,1
ARO [ng/mL] 11,9+1,6 13,2+0,7
Nr prébki 4A
CA-125 [ug/mL] 1010+15,8 1020+28,3
HE 4 [ng/mL] 17,2+0,1 16,6+0,4
CEA [ng/mL] 112+8,5 115+4.6
IL-6 [pg/mL] 10143,9 102+4,8
ARO [ng/mL] 25,7+0,4 26,4+0,7
Nr probki 6A
CA-125 [pg/mL] 506+16,8 504+12,8
HE 4 [ng/mL] 66,9+0,9 66,2+1,3
CEA [ng/mL] 76,4+9,5 76,6+6,1
IL-6 [pg/mL] 109+9,8 113+7.9
ARO [ng/mL] 30,9+4,6 31,3423
Nr prébki 11A
CA-125 [pg/mL] 110+4,2 111+4,6
HE 4 [ng/mL] 14,3£1,5 15,5+1,3
CEA [ng/mL] 112+6,1 11342,6
IL-6 [pg/mL] 72,8482 74,148
ARO [ng/mL] 10,1+2,3 10,4+1,2
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Nazwa markera

Panel ginekologiczno-onkologiczny

Biosensor SPRI

Rak jelita grubego

Nr probki 1
CA-125 [ug/mL] 41,1+43,7 41,2+1,7
HE 4 [ng/mL] 4,9+1,0 4,9+0,6
CEA [ng/mL] 2,24+0,6 2,0+0,7
IL-6 [pg/mL] 17,4415 17,321
ARO [ng/mL] 9,2+1,9 9,5+0,4
Nr probki 2
CA-125 [pg/mL] 41,9123 40,5+4.,6
HE 4 [ng/mL] 4,7+0,7 4,5+0,4
CEA [ng/mL] 4,940,7 5,0+0,5
IL-6 [pg/mL] 14,943,9 14,9+0,9
ARO [ng/mL] 6,1+0,2 5,940,5
Nr probki 3
CA-125 [pg/mL] 29,4425 28,2424
HE 4 [ng/mL] 4,5+0,4 4,3+0,8
CEA [ng/mL] 8,3+0,3 7,840,9
IL-6 [pg/mL] 5,4+0,6 5,4+0,7
ARO [ng/mL] 6,7+0,1 6,6+0,8
Nr prébki 4
CA-125 [pg/mL] 40,8+2,2 42,8+43
HE 4 [ng/mL] 3,6+0,8 3,420,1
CEA [ng/mL] 1,9+0,2 1,9+0,9
IL-6 [pg/mL] 21,2448 22,2454
ARO [ng/mL] 4,2+0,4 4,0+0,6
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Nazwa markera

Panel ginekologiczno-onkologiczny

Biosensor SPRI

Zdrowi dawcy

Nr probki 1
CA-125 [pg/mL] 6,5+0,9 6,1£0,5
HE 4 [ng/mL] 1,940,3 2,1+0,2
CEA [ng/mL] 10,0+0,6 9,2+0,7
IL-6 [pg/mL] 21,2+4,6 20,3+1,6
ARO [ng/mL] 2,7+0,2 2,1+0,6
Nr probki 2
CA-125 [pg/mL] 92423 8,9+1,8
HE 4 [ng/mL] 2,3+0,4 2,1+0,3
CEA [ng/mL] 13,6+3,6 12,9+0,5
IL-6 [pg/mL] 20,942.1 19,5438
ARO [ng/mL] 2,940,2 2,6+0,4
Nr probki 3
CA-125 [pg/mL] 1,4403 1,120,1
HE 4 [ng/mL] 0,8+0,1 0,9+0,1
CEA [ng/mL] 8,242,1 7,7£1,8
IL-6 [pg/mL] 20,745,7 19,0+4.8
ARO [ng/mL] 3,9+0,8 3,5+0,3
Nr prébki 4
CA-125 [pg/mL] 2,340,4 2,0+0,1
HE 4 [ng/mL] 1,3£0,2 1,2+0,2
CEA [ng/mL] 5,9+1,4 5,1£0,4
IL-6 [pg/mL] 20,7+4.6 18,9432
ARO [ng/mL] 3,640,7 3,320,7
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Po analitycznym opracowaniu wszystkich czterech biosensorow
utworzono panel ginekologiczno-onkologiczny wraz z kalibracja, ktory wykorzystano do
jednoczesnego oznaczana pigciu biomarkerow dla pacjentow z réznymi schorzeniami.
Uzyskane wyniki stezen dla poszczegdlnych prob byly powtarzalne w granicach btedu
miedzy panelem a wynikami dla pojedynczych biosensorow. Otrzymane rezultaty
jednoznacznie pokazuja, ze panel ginekologiczno-onkologiczny moze by¢ z powodzeniem
stosowany jako metoda oznaczania wyzej wymienionych markerow w probach
biologicznych. Przy konstrukcji wyzej opisywanego panelu uwzgledniono biatko BSA,
ktore stanowito $lepa probg. Otrzymane na panelu wyniki stezen dla tego zwiazku byty

ponizej granicy wykrywalno$ci.

85



V. Dyskusja wynikow

Opracowane w tej pracy biosensory do oznaczania biomarkeréw CA 125, HE 4 ,
CEA i IL-6 cechuje prostota ich budowy. Cztery z nich zawieraja w czgsci receptorowej
biosensora odpowiednie przeciwcialo potgczone ze zlotg powierzchnig chipa za
posrednictwem linkera cysteaminy. Tiolowa grupa cystaminy ,kotwiczy si¢” na
powierzchni ztota a grupa aminowa stuzy do kowalencyjnego potaczenia z karboksylowa
grupa przeciwciala, jak to jest uwidocznione na Rys. 18. Polaczenie to jest dokonywane z
zastosowaniem protokotu NHS/EDC. Zastosowanie linkera z grupa aminowa zapewnia
korzystng orientacj¢ zimmobilizowanego przeciwciata, bowiem grupy karboksylowe sa
zgrupowane w fragmencie Fc przeciwciata przeciwleglym do rejonu wigzacego antygeny
(Rys. 19). Zastosowane rozwigzanie korzystnie odroznia si¢ od komercyjnych chipow typu
CMS5 zawierajacych karboksylowany dekstran, jako linker. Takie rozwigzanie budowy
warstwy receptorowej a takze zastosowanie techniki pomiarowej dry non-fluidic array
SPRi spowodowato mozliwo$¢ oznaczania biomarkeréw bez wzmacniania sygnatu
analitycznego oraz bez wstepnego jego zatezania. W przypadku stosowania przeptywowe;j
techniki SPR uzyskanie podobnych parametréw analitycznych w oznaczaniu markera CEA

wymaga wzmocnienia sygnatu przez zastosowanie np. nanoczgsteczek ztota [90, 91].

W przypadku markera IL-6, oprocz biosensora zawierajacego przeciwciato,
opracowano biosensor posiadajacy inhibitor galiellalakton jako receptor. Budowa
inhibitora wyklucza immobilizacj¢ za posrednictwem wigzania amidowego. Dlatego
zostala ona dokonana za posrednictwem oddziatywan hydrofobowych a jako linker
zastosowano tiol octadecylowy (ODM). Linker ,kotwiczy si¢” grupa tiolowa na
powierzchni zlota. Takze budoweg tego biosensora cechuje prostota, w odroznieniu od
sandwiczowych biosensorow ze zlotymi nanoczastkami stosowanych w przepltywowych

wersjach SPR [ np. 91].

Panel ginekologiczno-onkologiczny jest pierwszym tego rodzaju narzedziem
diagnostycznym wspotdziatajacym z technicag SPR. Pozwala na rownoczesne 0znaczanie 5
réznych biomarkerow. Na pieciu polach chipa sg umieszczone przeciwciata pozwalajace
oznacza¢ jednocze$nie CA 125, HE 4, 1IL-6, CEA oraz aromataze. Cztery z tych
biosensoréw zostato opracowane w tej pracy. Biosensor na oznaczanie aromatazy zostat
opracowany [92] i stosowany wczesniej [93]. Szdste pole pomiarowe stuzy jako

referencyjne i zawiera immobilizowany BSA. Na wszystkich polach pomiarowych jest
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stosowana cysteamina jako linker.  Konstrukcje panelu, podobnie jak sktadowych

biosensoréw, cechuje prostota, co rzutuje na tatwos¢ wykonania.

Immobilizacja przeciwciata lub inhibitora jako receptorow wymaga
zoptymalizowania st¢zenia tych odczynnikow w fazie wytwarzania warstwy receptorowej.
Konieczne jest dostosowanie st¢zenia receptora na powierzchni biosensora do
wymaganego zakresu stezen analitu. W przypadku markera CA125 konieczne jest
uzyskanie odpowiedzi biosensora w zakresie ug/mL, w przypadku IL -6 — w zakresie
pg/mL a w przypadku pozostatych markeréw — w zakresie ng/mL. Dlatego stezenia
biomarkeréw stosowanych w tych badaniach byly bliskie warto$ciom cut-off oddzielajace;j
stezenia zdrowych osob i1 pacjentéw nowotworowych. Wyniki badan optymalizujacych
ilustruje Rysunek 22. Wszystkie wyniki pokazuja narastanie sygnatu az do uformowania
plateau, wskazujacego na wyczerpanie miejsc aktywnych biosensora. Pewien wyjatek
stanowi krzywa dla markera CA 125, na ktdrej tworzy si¢ fagodne maksimum. Warto tutaj
zwréci¢ uwage, ze marker ten wystepuje w wyzszym zakresie stgzen, to jest pg/mL
podczas gdy pozostate w zakresach ng/mL lub pg/mL. W tak wysokich st¢zeniach moga

si¢ pojawia¢ efekty asocjacyjne na powierzchni biosensora.

Krzywe Kkalibracyjne, odzwierciedlajace zalezno$¢ sygnatu analitycznego od
stezenia, sa najwazniejszymi charakterystykami analitycznymi. Dla opracowanych
biosensorow, W warunkach zoptymalizowanych, krzywe te przedstawia Rysunek 23.
Ponadto zamieszczono krzywa kalibracyjng dla aromatazy, wykonang na podstawie
informacji zawartych w literaturze [92]. Wszystkie krzywe majg ksztalt podobny do
izotermy Langmuira z uformowaniem plateau, co jest zwigzane ze Stopniowym
wysyceniem aktywnych miejsc biosensora. Poczatkowe fragmenty tych krzywych maja
przebieg liniowy, co ilustruje Rysunek 24. Jest to duze ulatwienie wyznaczania st¢zenia
markera w nieznanych probkach. Te liniowe fragmenty krzywych kalibracyjnych obejmuja
zakres 1-150 pg/mL dla markera CA125, 0,5 — 20 ng/mL dla markera CEA, 0,1 — 5 ng/mL
dla markera HE 4, 0,1 — 4 ng/mL dla aromatazy oraz 1 — 20 pg/mL dla markera IL-6.
Zakresy te, okreslane jako zakres dynamicznej odpowiedzi, pozwalaja na oznaczanie tych
markerow w surowicy lub osoczu krwi zdrowych oséb a po odpowiednim rozcienczeniu
buforem, w probkach pochodzacych od osob chorych. Wykorzystywanie liniowych
fragmentow krzywych kalibracyjnych skutkuje tym, ze te zakresy sa stosunkowo waskie.

Alternatywnym rozwigzaniem jest linearyzacja krzywych kalibracyjnych w ukladzie

87



wspotrzednych sygnat analityczny — logarytm st¢zenia analitu. W takim przypadku zakres
dynamicznej odpowiedzi obejmuje 2-3 rzedy wielkosSci stezenia jednak wynikiem jest
logarytm stezenia. Niewielkie rdznice w odczycie wynikajace z btedu precyzji skutkuja
duzymi réznicami w wartosci st¢zenia analitu. Przyktadem takiego podejscia do kalibracji

jest oznaczanie CEA opisane w pracach [90,91].

Kolejnymi  parametrami analitycznymi  charakteryzujagcymi  opracowane
biosensory sg precyzja pomiaru i odzysk, reprezentujacy doktadnos¢ pomiaru. Parametry te
zebrano w Tabeli 2. Kazdy z biosensoréw byl badany dla trzech stezen: wybranego z
najnizszego zakresu, Z najwyzszego zakresu i posrednich. Zaden z opracowanych
biosensoréw nie wyrdznia si¢ szczeg6lnie dobrg ani szczegdlnie ztg precyzja pomiarow;
nie wystepuja takze wyrazne réznice mi¢dzy biosensorami. W zasadzie precyzja pomiaroOw
miesci si¢ ponizej 10%, co jest typowe dla tego typu pomiardw. Odzyski wykazuja
zardbwno ujemne jak i dodatnie odchylenia od oczekiwanych, z przewaga dodatnich

odchylen. Jednak zaréwno precyzja jak i odzyski moga by¢ uznane za zadowalajace.

Pochodnymi pomiaréw precyzji sa granica wykrywalnosci (LOD) 1 granica
oznaczalnosci (LOQ). Te wartosci w istocie wyznaczaja dolny zakres stezen dla danego
biosensora. Wyniki te dla opracowanych biosensorow zebrano w Tabeli 3. Poréwnujgc
otrzymane wyniki z zakresami liniowosci sygnatu analitycznego mozna stwierdzi¢, ze dla
biosensorow na oznaczanie CA125 i CEA wartoSci LOQ mieszczg si¢ ponizej zakresu
liniowo$ci sygnatu analitycznego i nie ograniczajg tego zakresu. Jednak w przypadku
biosensora na oznaczania markera HE4 zakres liniowoS$ci obejmuje 0,1 — 5 ng/mL podczas
gdy LOQ wynosi 0,3 ng/mL. Oznacza to, ze biosensor pozwala na oznaczanie HE4 tylko
w przedziale 0,3-5 ng/mL; w przedziale wynikow migdzy 0,09 a 0,3 ng/mL mozna mowic¢
o wykryciu HE4 czyli o potilosciowej ocenie. Podobnie w przypadku biosensora na
oznaczanie IL-6 zawierajagcego przeciwcialo w warstwie receptorowej, zakres
oznaczalno$ci powinien by¢ ograniczony do 3 — 20 pg/mL a przedziat miedzy 0,9—3 pg/mL
jest zakresem detekcji 1L-6. Biosensor posiadajagcy inhibitor w warstwie receptorowej nie

ma tego ograniczenia i pozwala na oznaczanie IL— 6 w zakresie 1-20 pg/ml.

Oznaczane markery wystepuja w osoczu lub surowicy krwi w obecnosci setek
innych substancji. Dlatego specyficznos¢ sygnatu analitycznego jest warunkiem sukcesu

analitycznego. Badania selektywno$ci oznaczania opracowanych markeréw w obecnosci
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kilku wybranych potencjalnych interferentow przedstawiono w Tabelach 4-9. W
przypadkach biosensorow na oznaczanie markera HE4 (Tabela 6) oraz obu biosensorow
na oznaczanie biomarkera IL — 6 (Tabele 8 i 9) wptyw potencjalnych interferentow na
wynik okazat si¢ nieznaczny. Troche¢ gorsze wyniki uzyskano dla biosensora na oznaczanie
markera CA125 (Tabela 4), zwlaszcza w przypadku wspodtoznaczania z nadmiarem
albuminy. Mozna spodziewa¢ si¢ kilkuprocentowego zawyzenia wynikOw oznaczania.
Najgorsze wyniki uzyskano dla biosensora na oznaczanie markera CEA (Tabela 7).
Obecnos¢ kazdego z badanych interferentow prowadzi do zawyzonych wynikéw rzedu 5-
8%. Nie dyskwalifikuje to catkowicie tego biosensora, gdyz w badaniach onkologicznych
najistotniejsze jest czy wynik przekracza wartos¢ cut-off. Jednak otwiera to mozliwos¢

poszukiwania nowego biosensora o lepszej selektywnosci.

Ostateczng weryfikacja przydatno$ci opracowanych biosensorow jest badanie
stezenia markerow w probkach naturalnych oraz walidacja biosensora poprzez rownolegle
oznaczanie z zastosowaniem metody standardowej. Badania te wykonano na serii probek
pochodzacych od chorych na raka jajnika, torbiel endometrialng i raka jelita grubego oraz
dla serii porownawczej 0d o0sob zdrowych. W przypadkach guza jajnika oraz torbieli
endometrialnej probki pochodzity z badan przedoperacyjnych oraz po usunigciu zmian.
Biosensor do oznaczania markera CA125 wykazal, ze stezenie markera w probkach
surowicy pacjentek z rakiem jajnika blisko 50-krotnie przekracza stg¢zenie markera w
probkach zdrowych 0s6b oraz ze po usunigciu guza poziom markera szybko obniza si¢
(Rysunek 31). Podobny kierunek zmian st¢zenia CA125 jest obserwowany po usunigciu
torbieli endometrialnej (Rysunek 26), jednak stezenie markera przed operacja przekraczato
stezenie w probkach osob zdrowych tylko okoto 10-krotnie. Kilkakrotne podwyzszenie
stezenia CA125 w surowicy krwi zaobserwowano w probkach pacjentéw z rakiem jelita
grubego (Rysunek 36). Walidacja tego biosensora dokonana na probkach surowicy
pacjentek z rakiem jajnika wykazata zgodno$¢ tych wynikow z wynikami uzyskanymi za
pomocg metody standardowej (Architect CA 125 test) z wspoOtczynnikiem Pearsona r =
0,955 (Rysunek 42). Podobna walidacja dokonana na probkach surowicy pacjentek z
torbiela endometrialng wykazata zgodno§¢ wynikdw z testem standardowym z

wspotczynnikiem Pearsona r = 0,970 (Rysunek 41).

W przypadku markera HE 4 jego stezenie w serii probek surowicy pacjentek z

rakiem jajnika, zmierzone opracowanym biosensorem, okoto 8-krotnie przekracza stezenie
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markera u zdrowych kobiet (Rysunek 32) i systematycznie obniza si¢ po usuni¢ciu guza.
Rowniez torbiel endometrialna powoduje u pacjentek podwyzszenie st¢zenia HE4 w
surowicy krwi (Rysunek 27). W badanych przypadkach byto to 5-krotne podwyzszenie
wzgledem stgzenia w surowicy zdrowych ochotniczek, stopniowo obnizajgce si¢ po
usunieciu torbieli. W odréznieniu od markera CA125, stezenie markera HE4 w surowicy
krwi pacjentow z rakiem jelita grubego nie rézni si¢ od st¢zenia markera w grupie
kontrolnej zdrowych donorow (Rysunek 37). Walidacja opracowanego biosensora do
oznaczania markera HE4 zostala dokonana na dwoch przyktadach: surowicy krwi
pacjentek z rakiem jajnika oraz surowicy pacjentow z rakiem jelita grubego. W obu
przypadkach porownawczy pomiar st¢zenia HE4 byt dokonany standardowym testem
Elecsys HE 4 wykonanym na aparacie COBAS E - 411 w laboratorium diagnostycznym.
Wyniki przedstawiono na Rysunkach 43 i 44. W obu przypadkach zgodno$¢ wynikow jest
wystarczajaca z wspOlczynnikiem Pearsona 0,989 oraz 0,953, co pozwala uznaé, ze

biosensor zostat zwalidowany.

CEA jest najczesciej oznaczanym markerem raka jelita grubego. Srednie
stezenie CEA w kilku prébkach surowicy pacjentow z rakiem jelita grubego oraz grupy
kontrolnej, oznaczone z zastosowaniem opracowanego biosensora, przedstawia Rysunek
38. Wzrost stezenia CEA ponad poziom grupy kontrolnej jest stosunkowo niewielki.
Wynika to z faktu, ze silny wzrost stezenia CEA obserwuje si¢ jesli guz jest wigkszy od 3
cm [94]. Jednak marker wykazuje ponad 10-krotny wzrost stezenia wzgledem grupy
kontrolnej w przypadku raka jajnika (Rysunek 33) oraz torbieli endometrialnej (Rysunek
28). Stezenie CEA w surowicy wyraznie obniza si¢ po usunig¢ciu guza jajnika i torbieli
endometrialnej. Walidacj¢ opracowanego biosensora do oznaczania CEA przeprowadzono
na probkach surowicy pacjentow z rakiem jelita grubego oraz donorow z grupy kontrolnej.
Poroéwnawcze wyniki uzyskano z oznaczania tych samych probek testem Elecsys CEA na
aparacie  COBAS E-411 wykonanego w laboratorium diagnostycznym. Wyniki
poréwnania przedstawia Rysunek 45. Wspotczynnik Pearsona rowny 0,997 wskazuje na

skuteczng walidacje opracowanego biosensora.

Oba biosensory do oznaczania markera IL-6 sa zoptymalizowane do oznaczen
markera w surowicy krwi w zakresie pg/mL, co rozni je od pozostatych opracowanych w
tej pracy biosensorow pracujagcych w wyzszych zakresach stgzen. Stgzenie markera w

surowicy pacjentek z rakiem jajnika oraz z torbielg endometrialng jest ponad 10-krotnie
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wyzsze niz w surowicy zdrowych osob i sukcesywnie si¢ obniza po usunigciu guza lub
torbieli (Rysunki 29 i 34). Surowica pacjentow z rakiem jelita grubego wykazuje ponad
dwukrotnie wyzsze st¢zenie markera IL—6 niz surowica zdrowych osob (Rysunek 39). Oba
biosensory wykazuja takg samg tendencje we wszystkich przypadkach. Walidacja
biosensora do oznaczania markera IL-6, zawierajacego przeciwcialo jako element
receptorowy, zostata dokonana na przyktadzie serii probek surowicy pacjentek z rakiem
jajnika oraz grupie kontrolnej. Poréwnawcze wyniki uzyskano z oznaczania tych samych
probek testem Elecsys IL-6 na aparacie COBAS E - 411 wykonanego w laboratorium
diagnostycznym. Wyniki poréwnania przedstawia Rysunek 46. Wspoétczynnik Pearsona

rowny 0,975 wskazuje na skuteczng walidacje opracowanego biosensora.

Biosensor do oznaczania aromatazy zostal opracowany wcze$niej a aromataza
okazata si¢ bardzo dobrym markerem raka pecherza [93]. Probki osocza pacjentek z
rakiem jajnika oraz z torbielg endometrialng wykazaty blisko 10-krotne podwyzszenie
wzgledem poziomu markera u oséb z grupy kontrolnej oraz wyrazne obnizenie po
usuni¢ciu guza lub torbieli (Rysunki 30 i 35). Takze pacjenci z rakiem jelita grubego mieli

podwyzszone st¢zenie aromatazy wzgledem grupy kontrolnej (okoto 50%, Rysunek 40).

Glownym celem tej pracy bylo zbudowanie panelu ginekologiczno-
onkologicznego a dyskutowane wcze$niej opracowania biosensorow do o0znaczania
markeréw CA 125, HE 4, CEA oraz IL-6 stanowily zadania czastkowe. Zestaw markerow
wchodzacych w sklad panelu uzupelniono o aromataze. Wyniki pomiaréw stezenia
markerow w czterech przypadkowo dobranych probkach pacjentek z torbiela
endometrialng przedstawiono na Rysunku 48, pacjentek z rakiem jajnika — na Rysunku 49,
pacjentow z rakiem jelita grubego — na Rysunku 50 a probek surowicy grupy kontrolnej —
na Rysunku 51. Wyniki te zebrano takze w Tabeli 10. Mozne zaobserwowac¢ bardzo
wysokie stezenia markeréw w przypadku surowicy pochodzacej od pacjentow. W celu
poréwnania wynikow pacjentow z wynikami zdrowych oséb wyznaczono Srednie stezenia

markeré6w w surowicy osob zdrowych. Wyniki przedstawiono w Tabeli 11.
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Tabela 11. Srednie stezenia markeréw w surowicy w grupie kontrolne;.

Srednie
Marker Jednostka '
stezenie
CA 125 pg/mL 4,85
HE 4 ng/mL 1,57
CEA ng/mL 9,40
IL6 pg/mL 20,9
ARO ng/mL 3,27

Poréwnanie stezenia marker6w w surowicy pacjentdw oraz grupy kontrolnej
prowadzi do wniosku, Ze rdznica stezen nie jest dobra miarg zaawansowania choroby. W
skrajnym przypadku stezenie markera CA125 w jednej z probek wynosi 1010 + 15,8
ug/mL, podczas gdy $rednia zawarto$¢ w probkach zdrowych donorow — zaledwie 4,85
pg/mL. Roznica wynikow jest zatem mniejsza od wahan wynikajacych z btedu precyzji.
Dlatego jako miare st¢zenia markera przyjeto krotnos¢ stezenia markera w probce osoby

chorej wzgledem $redniego poziomu u os6b zdrowych.

C = stezenie markera u osoby chorej/ §rednie stezenie markera u zdrowych

donorow

Tak zdefiniowane st¢zenie pozwala za pomocg panelu wyznaczy¢ profil
markerow u danego pacjenta w jednostkach bezwymiarowych. Profile markerow dla
réznych probek pacjentek z rakiem jajnika zebrano w Tabeli 12 a z torbielg endometrialng
- w Tabeli 13. Utatwiajag one porownanie stanu poszczegdlnych pacjentek oraz poziomu

markerow w przypadku réznych chorob.
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Tabela 12. Profile markeréw dla czterech pacjentek z rakiem jajnika.

Marker/
3A 4A 6A 11A

Probka
CA 125 35,7 208 104 22,7
HE 4 28,6 11,0 42,6 9,1
CEA 13,2 11,9 8,1 11,9
IL6 3,6 4,8 5,2 3,5
ARO 3,6 7,9 9,4 31

Tabela 13. Profile markeréw dla czterech pacjentek z torbielg endometrialng.

Marker/
1A 2A TA 10A
Probka
CA 125 14 55 4.2 12
HE 4 18 12 13 15
CEA 5,9 8,6 7,5 7,6
IL6 3,8 3,1 4,0 5,4
ARO 8,7 4,2 7,5 3,9

Istotnym pytaniem jest czy wyniki otrzymane za pomoca panelu sg takie same jak
w przypadku biosensorow stosowanych oddzielnie. Porownanie takie ulatwia wykres
Pearsona zawierajagcy wyniki uzyskane za pomoca biosensora na osi x a wyniki uzyskane
za pomocg panelu — na osi y. Dla markera CA125 1 wszystkich 16 probek surowicy wykres
Pearsona przedstawiono na Rysunku 52, dla markera HE4 — na Rysunku 53, dla markera
CEA - na Rysunku 54, dla markera IL 6 — na Rysunku 55 oraz dla aromatazy — na
Rysunku 56.
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Rysunek 52. Poréwnanie wynikow oznaczania markera CA 125 w probkach surowicy uzyskanych

za pomoca biosensora oraz panelu ginekologiczno-onkologicznego [pg/mL].

HE 4

R=09978 _.®

Wyniki uzyskane za pomoca biosensora SPRI [ng/mL]

Wyniki uzyskane za pomoca panelu ginekologiczno-onkologicznego [ngmL]

Rysunek 53. Poroéwnanie wynikow oznaczania markera HE 4 w probkach surowicy uzyskanych za

pomoca biosensora oraz panelu ginekologiczno-onkologicznego [ng/mL].
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CEA

R*=0,9997
)

Wyniki uzyskane za pomoca biosensora SPRI [ng/mL]
L )

Wyniki uzyskane za pomoca panelu ginekologiczno-onkologicznego [ng/mL]

Rysunek 54. Poréwnanie wynikow oznaczania markera CEA w probkach surowicy uzyskanych za

pomoca biosensora oraz panelu ginekologiczno-onkologicznego [ng/mL].

IL6
R2=0,9988 &0

,—..V

Wyniki uzyskane za pomoca biosensora SPRI[pg/mL]

) 20 40 60 8 100

Wymiki uzyskane za pomoca panelu ginekologiczno-onkologicznego [pg/mL]

Rysunek 55. Poréwnanie wynikow oznaczania markera IL 6 w probkach surowicy uzyskanych za

pomoca biosensora oraz panelu ginekologiczno-onkologicznego [pg/mL].
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AROMATAZA

R?=0,9976
=

Wyniki uzyskane za pomoca biosensora SPRI[ng/mL]

Wyniki uzyskane za pomoca panelu ginekologiczno-onkologicznego [ng/mL]

Rysunek 56. Porownanie wynikoOw oznaczania markera aromatazy w probkach surowicy

uzyskanych za pomoca biosensora oraz panelu ginekologiczno-onkologicznego [ng/mL].

We wszystkich przypadkach zaleznosci 1 wysokie wspoétczynniki Pearsona
wskazuja na dobra zgodno$§¢ wynikéw uzyskanych =z zastosowaniem panelu
ginekologiczno-onkologicznego oraz odpowiedniego markera. Zatem panel, podobnie jak

opracowane pi¢¢ biosensorow rozszerza zestaw dostgpnych narzedzi diagnostycznych.

Wigkszo$¢ badan zwigzanych z opracowaniem biosensorow oraz panelu
ginekologiczno-onkologicznego wykonano z zastosowaniem standardowego aparatu SPRI.
W celu potencjalnego wdrozenia opracowanych biosensoroOw zostat opracowany prototyp
aparatu SPR Imaging o bardziej zwartej budowie. Jednym z watkow tej pracy bylo
zbadanie czy opracowane biosensory beda mogly by¢ stosowane z zastosowaniem tego
rozwigzania aparaturowego. Badania porownawcze wykonano na przyktadzie biosensora
do oznaczania markera CA 125 z kroliczym poliklonalnym przeciwciatem specyficznym
na marker CA125. Badania te prowadza do wniosku, Ze biosensor do oznaczania CA125
uzyskuje podobne analityczne charakterystyki na obu aparatach. Zakres liniowej
odpowiedzi na standardowym aparacie obejmuje wartosci od 0,8 (LOQ) do 150 pg/mL a
na prototypie aparatu komercyjnego od 1,0 (LOQ) do 150 pg/mL. Sygnal analityczny
uzyskany na prototypie aparatu komercyjnego jest okoto 20% wyzszy (Rysunek 24).
Wartosci precyzji, odzyskow, LOD oraz LOQ wyznaczone na obu aparatach maja
porownywalne wartosci (Tablice 2 1 3). Zatem opracowane biosensory moga byc¢

stosowane zaro6wno z standardowym aparatem jak i z prototypem aparatu komercyjnego.
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V1. Wnioski

1.

Opracowano pie¢ nowych biosensoréw przeznaczonych do oznaczania markerow
CA125, HE4, CEA, IL-6 (dwa rozne biosensory) oraz panel ginekologiczno-
onkologiczny umozliwiajacy jednoczesne oznaczanie CA125, HE4, CEA, IL-6 i

aromatazy.

Na przyktadzie markera CA125 wykazano, ze opracowane biosensory dzialaja
wspolpracujgc zarowno z standardowym aparatem SPRI jak i z prototypem aparatu
SPRI.

Na przyktadzie markera IL-6 wykazano, Ze biosensor majacy przeciwcialo w
warstwie receptorowej wykazuje podobne charakterystyki analityczne jak

biosensor posiadajacy inhibitor jako receptor.

W  zoptymalizowanych — warunkach  krzywe  kalibracyjne  wszystkich
opracowanych biosensoréw posiadaja liniowe segmenty w poczatkowych
przebiegach  krzywych. W przypadku biosensora na marker IL-6 zakres ten
obejmuje 1-20 pg/mL, w przypadku markera HE 4 — 100-5000 pg/mL, dla markera
CEA — zakres 0,5-20 ng/mL oraz dla markera CA125 — zakres 1-150 ug/mL. Tak
rézne zakresy st¢zen markerow obejmujg jednak zakresy stezen odpowiednie do
oznaczania okre$lonego markera w surowicy krwi zarowno zdrowych osob jak i

pacjentow, po odpowiednim rozcienczeniu.

Wyznaczono analityczne charakterystyki opracowanych biosensorow (oraz
panelu ginekologiczno-onkologicznego) obejmujace precyzje, odzysk, limity
detekcji oraz oznaczalno$ci. Charakterystyki te mieszcza si¢ w akceptowalnych

granicach i sa typowe dla tego typu oznaczen.

Dokonano walidacji opracowanych biosensoréw przez rownolegte oznaczenia
markerow z zastosowaniem opracowanego biosensora oraz stosujagc metode
stosowang rutynowo do tego celu w laboratoriach diagnostycznych. Biosensor do
oznaczania markera CAI125 zostat zwalidowany na probkach surowicy od
pacjentek z rakiem jajnika oraz torbieli endometrialnej stosujac Architect CA 125
jako test rutynowy. Na takich samych probkach zostal zwalidowany biosensor do

oznaczania markera HE4 przy zastosowaniu rutynowego testu Elecsys HE4
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wykonanego na aparacie COBAS E-411. Surowica pacjentéw z rakiem jelita
grubego postuzyta do walidacji biomarkeréw do oznaczania markerow HE4, CEA
oraz IL-6 przy zastosowaniu testow Elecsys HE 4, Elecsys CEA oraz Elecsys IL-6.
We wszystkich przypadkach zgodno$¢ wynikow byta akceptowalna.

Wykazano uzyteczno$¢ diagnostyczng panelu ginekologiczno-onkologicznego
dokonujac oznaczania serii probek surowicy pacjentek z rakiem jajnika a dla
porownania serii probek surowicy pacjentek z torbiela endometrialng oraz
zdrowych osobnikow. Wykazano, ze wyniki uzyskane z zastosowaniem panelu sg
bardzo zblizone do wynikow uzyskanych z zastosowaniem odpowiednich

biosensoréw stosowanych oddzielnie.
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VII. Streszczenie

Celem badan przedstawionych w ponizszej rozprawie doktorskiej byto
skonstruowanie nowego panelu analitycznego jako instrumentu do oznaczen wybranych
biomarkeréw w ptynach ustrojowych cztowieka (surowicy/osoczu krwi) z wykorzystaniem
techniki Powierzchniowego Rezonansu Plazmonow w wersji Imaging (SPRI) jako metody
detekcji. Konstrukcja i analityczne opracowaniu biosensoro6w na poszczegélne biomarkery
pozwolito na uzycie ich w jednym panelu (wraz z kalibracja) do jednoczesnego oznaczania
pieciu markeréw w probkach pochodzacych od poszczegdlnych pacjentow.

Metoda detekcji sygnatlu analitycznego pochodzacego od konstruowanych
biosensoréw jaka wykorzystano w badaniach jest Powierzchniowy Rezonans Plazmonow
w wersji Imaging (SPRI).

Skonstruowano i analitycznie opracowano 4 biosensory w oparciu o interakcje
okreslonych biatek (CA-125, HE4, IL-6 i CEA) 2z odpowiednimi przeciwciatami jako
receptorami. Dla interleukiny 6 opracowano takze biosensor wykorzystujac interakcje
inhibitora z badanym biatkiem. W celu szerszej diagnostyki badanych probek w sktadzie
testu analitycznego uwzgledniono rowniez aromatazg, ktorej biosensor zostat juz wczesniej
skonstruowany. Dla markera CA-125 wykonano réwnolegle konstrukcje i analityczne

opracowanie biosensora na aparacie SPRI i jego prototypie.

Oznaczono badane markery w probkach biologicznych (rak jajnika, torbiel
endometrialna, rak jelita grubego) z wykorzystaniem pojedynczych biosensorow jak i
nowo stworzonego panelu ginekologiczno-onkologicznego poréwnujac uzyskane wyniki z
probag kontrolng (zdrowi dawcy). Wykonano takze oznaczenia badanych markerow

nowotworowych w standardowych laboratoriach diagnostycznych.
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Streszczenie ( jezyk angielski)

The aim of the research presented in the doctoral dissertation below was
to construct a new analytical panel as an instrument for the determination of selected
biomarkers in human body fluids, mainly serum / blood plasma, using the Imaging Surface
Plasmon Resonance (SPRI) technique as a detection method. The construction and
analytical development of biosensors for individual biomarkers made it possible to use
them in one panel (with calibration) for the simultaneous determination of five markers in
samples from individual patients.

The method of detecting the analytical signal from the constructed
biosensors used in the research is Surface Plasmon Resonance Imaging (SPRI). Four
biosensors were constructed and analytically developed based on the interactions of
specific proteins (CA-125, HE4, IL-6 and CEA) with the relevant antibodies as receptors.
For interleukin 6, a biosensor was also developed using the inhibitor's interactions with the
studied protein. In order to broaden the diagnostics of the tested samples, the composition
of the analytical test also included aromatase, the biosensor of which had already been
constructed. The construction and analytical development of a biosensor on the SPRI
apparatus and its prototype were carried out in parallel for the CA-125 marker.

The investigated markers were determined in biological samples (ovarian
cancer, endometrial cyst, colorectal cancer) using single biosensors and a newly created
gynecological and oncological panel, comparing the obtained results with the control
sample (healthy donors). Moreover, the investigated tumor markers were determined in

standard diagnostic laboratories.
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X.  Wykaz wzorow statystycznych

Odchylenie standardowe:

Granica oznaczalnosci:

LOQ = 10 x S.D.

S.D.- odchylenie standardowe dla $lepej proby

Granica wykrywalnosci:
LOD =3 x S.D.

S.D.- odchylenie standardowe dla $lepej proby

Korelacja Pearsona:
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