Uzycie nowych metod analitycznych opartych na biosensorach SPRi w panelu

diagnostycznym w chorobach neurodegeneracyjnych oraz onkologicznych

Poszukiwanie alternatywnych drég w analizie diagnostycznej jest dziedzing, ktdra chce
opiera¢ swoje nowe trendy na prostocie metod, wysokiej czutosci oznaczen i mozliwosci
zastosowania nie tylko w wysoce wykwalifikowanych jednostkach badawczych.
W  dzisiejszych czasach stanowi to poniekad wyzwanie, ze wzgledu na postep
technologiczny, a takze ogdlna wiedze na temat jednostek chorobowych. Wiemy juz, ze
poszukiwanie biomarkeréw charakterystycznych dla danej choroby, nawet w skali
pikograméw moze informowaé o stanie patologicznym pojawiajacym si¢ w organizmie
czlowieka.

Podczas badan wchodzacych w rozprawy doktorskiej skonstruowano 10 nowych
biosensoréw SPRi (czulych na HIF-1a, angiopoetyne-2 (ANG-2), interleukine-1f (IL-1p),
2,3-dioksygenaze indoloaminy (IDO-1), interferon-y (IFN-y), dwa biosensory o réznych
podstawach na fosfo-tau-181 (ptau-181), biatko catkowite tau (total tau), erytropoetyne
(EPO) i YKL-40, ktdre stanowity podstawe nowych metod analitycznych, a nastepnie paneli
diagnostycznych trzech jednostek chorobowych:

o Glejaka mdzgu;
e Choroby Alzheimera;
e Raka pecherza.

W badaniach wykorzystano réwniez trzy czujniki (czute na VEGF-A, FGF-2, VEGFR-
2), skonstruowane wczesniej w Pracowni Bioanalizy. W budowie stosowanych biosensoréw
zastosowano rézne modyfikacje powierzchni, ktére wymagaly uzycia trzech réznych tioli.
Pozwolilo to na ocene otrzymanych parametréw analitycznych, aby otrzymac jak
najbardziej precyzyjna i doktadng matryce do oznaczen. Konstrukcje zawieraty od bardzo
prostych, po skomplikowane protokoly przygotowania warstw receptorowych biosensora.
Wykorzystano m.in. klasyczng konstrukcje na tiolu — cysteaminie, a takze nowe
konstrukcje z uzyciem kwasu 1l-merkaptoundekanowego, a takze 3-merkapto-1-
propanolu. Konstrukcja z uzyciem 11-MUA okazuje sie by¢ najbardziej efektywna, ze

wzgledu na krétki czas przygotowania, a takze bardziej stabilng strukture SAM. Najbardziej



czasochtonna i skomplikowana okazata sie konstrukcja z 3-merkapto-1-propanolem, w
ktorej nie obserwuje sie znaczacych réznic dotyczacych parametrow LOD i LOQ. Dla
kazdej z metod opartych na biosensorze SPRi wyznaczono parametry analityczne, a wiec
poddano ja walidacji i ocenie przydatnosci uzycia. Najwazniejsze wyznaczone parametry to
granica wykrywalnosci i oznaczalnosci, a takze precyzja, doktadnosé i selektywnos$¢, gdzie
wyznaczano odpowiednie wspdtczynniki zmiennosci, odchylenia standardowe i odzyski
dla badania selektywnosci nowych metod. Po akceptacji pierwszego etapu procesu walidacji
przystagpiono do sprawdzenia przydatnosci czujnikdw, czyli oznaczenia w materiale
biologicznym. Wyniki poréwnywano z literaturowymi wartosciami otrzymywanymi przez
inne zespoty badawcze z uzyciem testu ELISA, a takze przez dodatkowe oznaczenia w tych
samych prébkach z wykorzystaniem tej certyfikowanej metody. Biosensory SPRi potaczono
w odpowiednie kombinacje w panelach analitycznych do diagnostyki wyzej wymienionych
choréb. Wszystkie wyniki poddano analizie statystycznej, by stwierdzi¢ istotne réznice
pomiedzy grupa pacjentéw z danym schorzeniem a grupa kontrolng. Analizowano réwniez
wplyw réznych parametréw dostepnych w opisie klinicznym na poziomy badanych
biomarkeréw i relacje miedzy nimi.

Uzyskane zaleznosci pozwolily na sformutowanie odpowiednich wnioskéw,
zwigzanych z funkcja biologiczng i wystepowaniem danego potencjalnego biomarkera. W
przypadku diagnostyki glejaka mézgu zbadano réwniez czynniki srodowiskowe, ktoére
moga wplynac na poziomy badanych biomarkeréw, a co za tym idzie, na zachorowanie na
glejaka mozgu. Pozwala to na nowe podejscie do diagnostyki badanych chordb i
zaproponowanie nowej analizy wieloparametrowej. Dodatkowo sporzadzone krzywe ROC
potwierdzaja, ze wykonane testy diagnostyczne rozrdzniaja grupy chorych od grup
kontrolnych, a takze charakteryzuja sie¢ odpowiednia czutoscia i swoisto$cig dla danego

biomarkera.



