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Prakticky potencial biosenzoru

Biosezory jsou schopny oproti klasickym stanovenim poskytnout pozadovanou informaci s vysokou detekcni
citlivosti rychle a v realném case.

Areas of interest for pathogen detection
Defense

Hlavni aplikacni oblasti biosenzori: -

* Potravinaisky prumysl: mikrobidlni bezpecnosti potravin,

rezidua pesticid(, testovani geneticky modifikovanych plodin. Qecrone Food indushy

* Zdravotnictvi: v€asna diagnostiky patogenniho procesu, moznost %%

38%
pribézné monitorovat terapeuticky zasah.
« Zivotni prostfedi a vodni zdroje: monitorovani koncentrace
xenobiotik (syntetickych molekul a jejich metabolit() v redlném Wik o
case. &
Environment L
* Vodarenstvi: monitoring bakteridlni kontaminace ve ~ Clinical
VOdarenSkyCh distribucnich sitich. Hlavni aplikacni oblast biosenzorl pro detekci

Klasické mikrobiologické analyzy vzorku pitnych vod jsou zaloZeny na kultivacich, patogenu
které jsou schopny poskytnout adekvatni vysledek v casovém horizontu 2-3 dnu coz
mtuzZe byt v pfipadé havarie pozdé.
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Princip biosenzoru?
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Optické biosenzory

Foto-krystalické biosenzory
* Transduktorem jsou jsou fotonické krystaly (téZz nazyvané fotonické pasmové
propusti -zamezuji prichod fotonu urcitych vinovych délek

Znazornéni 3D
periodického

* Fotonickeé krystaly transformujici vazebnou udalost jako zménu fluorescence fotonického krystalu

Povrchova plasmonova rezonance (SPR)

* Opticky jev zaloZeny interakci vodivostnich elektrond kovu (zlata) s dopadajicim svételnym zarenim a vzniku rezonance mezi
zarenim a povrchovymi elektrony kovu (vznik tzv. povrchovych plasmont na rozhrani kov/dielektrikum).
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Prevzato z: Tokel, O. et al. Portable Microfluidic Integrated Plasmonic Platform
for Pathogen Detection. Scientific Reports 2015, 5, 9.

 Uhel kdy dochazi k rezonanci je zavisly na indexu lomu média v blizkosti rozhrani

* Pfizméné sloZzeni média dochazi ke zméné uhlu dopadu svétla pfi kterém dochazi k rezonanci
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Piezoelektrické biosenzory

Piezoelektrické senzory jsou zaloZzeny na sledovani zmén rezonancni frekvence na kfemenném
krystalu indukované hmotnostni zménénou na jeho povrchu v disledku vazebné udalosti na povrch

senzoru ukotvené senzorové molekuly s cilovym analytem
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Elektrochemické biosenzory

Impedancni biosenzor pro detekci patogenni bakterie E. Colli zalozeny na polovodivé kfemikovém
transduktoru a antibakterialnim peptidu Namganinu jako senzorové molekule

Si transduktor

~ A

Odecet impedancnich zmén
Elektrochemicka impedancni
spektroskopie

Magainin |

Cys M Hydrophobic residues ll Hydrophilic residues . —

Prevzato z: Mannoor, M. S. et al. Electrical detection of pathogenic bacteria via immobilized antimicrobial peptides. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America 2010, 107 (45), 19207-19212.
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Technické limity omezuijici SirSi zavedeni biosenzoru do praxe

* Pro praktické pouziti biosensoru je klicovou otazkou stabilita rozpoznavaci slozky, tj. senzorovych molekul
imobilizovanych na povrchu transduktoru - zejména v pripadé proteinu.

 Stabilita rekognicni slozky je podminéna charakterem materialu transduktoru a vhodnymi chemickymi postupy
pro pripojeni (,,roubovani“ grafting) biomolekul na jeho povrch

* Nejcastéji uzivanymi transduktory pro konstrukci biosenzori jsou kiemik a zlato jejichz povrch neni zcela
inertni ==) denaturace navdzanych proteint v dusledku jejich interakce s povrchem

* Reseni tohoto problému
Transduktory zaloZzené na zcela inertni a biokompatibilnim nanokrystalickém diamantu
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Proc synteticky nanokristalicky diamant?

Diamant Orlov neboli Velky Mogul ,
pochazi z Jndie a byl darovan
knizetem Orlovem carevné Katefiné

* Jezcelainertni a biokompatibilni

* Jeho inertni struktura umozZnuje inkorporaci defektli jako jsou luminiscencni N-V centra ktera produkuji
stabilni casové neomezenou luminiscenci ve srovndmi s jinak uzivanymi kvantovymi teckami (QDs) a
luminiscencnimi barvickami.

* Luminiscenci lze navic modulovat zménami elektrizkého pole probihajicimi blizko jeho povrch coz umoziuje
monitorovat blizko povrch probihajici chemické a biologické interakce

* Pri pripravé nanokristalického diamantu chemickou depozici z plynné, tj. faze tzv. CVD (chemical vapor

deposition) technikou jej Ize dopovat nékterymi prvky a cilené tak modulovat jeho elektrické nebo optické
parametry.
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Projekt MPO-TRIO: Biosenzory pro detekci bakterialni kontaminace pitné vody

NavrZzeny biosenzor je zalozen bérem dopované nanokristalické diamantové (BDNCD) vrstvé jako transduktoru

) Imobilizované senzorové
Mikroelektroda

/ biomolekuly

\ Y Y Y Y * Monoklonalni scFv
[ 1 ! | ] protilatka

BDNCD vrstva

» Bakterialné specificky

eptid
Bakterie Pep
* Sacharid s afinitouk

-
Y Y ? Y Y bakterialnimu lektinu
: ]

N BDNCD vrstva * DNA oligonukleotid

Regitelé projektu jsou: spoleénost APIGENEX s.r.0., Vysoka $kola chemicko-technologicka v Praze, Fyzikalni Ustav AV CR
a Ustav molekularni genetiky AV CR
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Ukazka BDNCD vrstev pripravenych CVD technikou na kfremikovém a sklenéném substratu

Na FZU vypracované depoziéni podminky pro p¥ipravu BDNCD vrstev zaloZzené na mikrovinné depozici z plynné
faze umoznuiji pripravu vrstev v dostatecné velkych plochach.

WO SNt mm | PERA) TESCAN| SEMMHVIS0AV WO 500 mm
Owt S& Vierw Radd: 208 pm Det: S8
1N SEM MAG: 100 kx  Oate|midly): 129918

Obr. 2: SEM prirez a vrchni pohled na BDNCD vrstvu s fasetovymi

Obr. 1 Kfremikové a sklenéné substraty (1 cm?) po prvni . =
diamantovymi zrny

depozici. Semi-priihledné vzorky pripravené na skle maji
typickou modrou barvu borem dopovaného diamantu.

Vodarenska biologie 2017, 1.-2. unor 2017, Praha



CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

VYSOKA SKOLA Biosenzory jako nastroj pro monitorovani bakterialni kontaminace pitné vody v redlném ¢€ase
V PRAZE Miroslav Ledvina

Primarni chemicka fukcionalizace BDNCD vrstvy

Nezbytna podminka pro Uuspésné navazani senzorovych molekul
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"Click chemidtry"”
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Predmosti ,Click chemistry” je ortogonalita ve vztahu k dalSim funkéni skupindm pritomnym v komplexni navazované molekule
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Regioselektivni ,,Coiled Coil“ ligace rekombinantnich monoklonalnich protilatek v
scFv formatu

Tato technika zaloZzena na ,,zacivkovani“ dvou komplementarnich peptidi z nichz
jeden nese rekombinantni protein a druhy je kovalentné navazan na nosi¢ umoznuje
navazat protilatku aniz doslo negativnimu ovlivnéni jejiho vazebného centra

Peptide K Protilatka
'S Polymer
\ y
+ _—
- %
i3 Coiled coil ?)
Recombinant Peptide E E heterodimers

protein ﬁ

Pechar, M. et al. Coiled Coil Peptides as Universal Linkers for the Attachment of Recombinant Proteins to
Polymer Therapeutics. Biomacromolecules 2011, 12 (10), 3645-3655.
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Intimin jako cilovy markér pro detekci patogenni E.coli

* lintimin je protein prezentovany na vnéjsi membrané E. coli a je
vyznamnym a jeji faktorem virulence

e Dalsim potencialnim cilovym markérem je translokovany
receptor intiminu (TIR) .

* Vhodné senzorové molekuly: protilatky proti intiminu a TIR,
nebo vazebna doména TIR.

Krystalova struktura C-termindlniho fragmentu
intiminu v komplexu s TIR

Vodarenska biologie 2017, 1.-2. unor 2017, Praha



stoKA sKoLA . . v d . o 4 r [ 4 rd Ll . ’ rd ’ v
[‘1 CHEMICKO-TECHNOLOGICKA  Biosenzory jako nastroj pro monitorovani bakterialni kontaminace pitné vody v redlném ¢ase
V PRAZE G A
Miroslav Ledvina

Dalsi senzorové molekuly s vazebnou afinitou k E.coli

Sacharidy s vazebnou afinitou k bakterialnim lektinim ve formatu proti enzymaticka hydrolyze stabilnich C-glykosid(

L-fukoza OH D-manodza
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Antibaktrialni peptid s vazebnou afinitou k E.coli
DNA oligonukleotid
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Dékuji z pozornost
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