Streszczenie.

Gtéwnym celem badan przedstawionych w niniejszej pracy bylo opracowanie nowych,
bezznacznikowych, szybkich metod analitycznych umozliwiajacych pomiar stezenia wybranych proteaz
w probkach naturalnych, ktére moga by¢ wykorzystywane jako metody konkurencyjne do testow
ELISA bazujacych na wykorzystaniu znacznikow.

Skonstruowano trzy nowe biosensory z detekcja metoda SPRI do oznaczen ilo$ciowych proteaz:
MMP-1, MMP-2, katepsyny L. Opracowanie nowych biosensoréw czutych na wymienione proteazy
sktadato si¢ z nastepujacych etapow:

e wybor odpowiedniego tiolu,

e wybdr odpowiedniego receptora wiazacego badany enzym z probki oraz wyznaczenie
jego optymalnego stezenia na powierzchni biosensora,

e sporzadzenie krzywej kalibracyjnej na podstawie, ktoérej wyznaczano stezenie tego
enzymu w probkach,

e dla biosensora czulego na katepsyne L wyznaczenie pH roztworu, w ktérym wykazuje
ona optymalng aktywnos$¢ w stosunku do receptora- inhibitora i najefektywniej si¢ z
nim wiaze,

e okreslenie selektywnosci,

e okreslenie precyzji i doktadnosci metody,

e wyznaczenie limitu detekcji oraz oznaczalnosci,

e pomiary stezenia kazdego z enzymow w réznego rodzaju probkach naturalnych.

Przy konstrukcji poszczegdlnych biosensoréw monitorowano tworzenie si¢ kolejnych warstw
zwiazkow na powierzchni poprzez badania z uzyciem mikroskopu sit atomowych- AFM (dla MMP-1 i
MMP-2) lub skaningowego mikroskopu elektronowego- SEM (dla katepsyny L).

Bardzo waznym elementem w procesie walidacji nowo opracowanych metod bylo poréwnanie
stezen kazdego z enzymow oznaczonych, w réznego rodzaju probkach naturalnych, za pomoca
biosensoréw SPRI z wynikami otrzymanymi przy uzyciu testow ELISA. Poréwnanie potwierdzito
dobrg korelacje wynikow z obu metod co stwarza mozliwos¢ wykorzystania tych biosensorow w
diagnostyce laboratoryjnej jako metod¢ konkurencyjna w stosunku do testéw immunoenzymatycznych.

W pracy przedstawiono rowniez pomiary aktywnosci enzymatycznej katepsyny L, co
potwierdzito tendencje zmian ilosci tego enzymu w probkach naturalnych wyznaczong z uzyciem
biosensora SPRI..

W celu potwierdzenia uzytecznosci diagnostycznej biosensoréw SPRI czulych na takie proteazy
jak: katepsyny B, D i oraz inhibitor katepsyny B - cystatyng C przeprowadzono szereg pomiardw

stezenia tych enzymow w roznych probkach naturalnych (osocze, surowica krwi, mocz).



Otrzymane wyniki tych badan potwierdzily mozliwos¢ zastosowania pomiaréw stezenia tych
enzymow w kontroli przebiegu choroby oraz monitoringu chorego po przebytych procesach zapalnych,

zabiegach, urazach.
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