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Cilem naseho vyzkumu je vyvinout nove optické biosenzory
pro studium biomolekul a jejich interakci a pro kvantifikaci
biologickych a chemickych latek.

1. Biologicky vyzkum
Pochopeni komplexnich biologickych procest (napfiklad
molekularnich procesu souvisejicich se vznikem a rozvojem
chorob) umozni pfesnéjsi diagnostiku a ucinnéjsi [éCbu.

2. Bioanalytika

Rychla a citliva detekce biologickych a chemickych latek je
potfebna v fadé oblasti:

medicinalni diagnostika,

monitorovani zivotniho prostredi,

kontrola kvality potravin,

ochrana proti chemickému a biologickému terorismu.
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]
Opticke afinitni biosenzory

Optickeé afinitni biosenzory jsou optickd zafizeni, ktera se skladaji z
molekularnich receptoru a optického systému, ktery transformuje interakci
mezi detekovanou biomolekulou a receptorem na vystupni signal.

: } Ostatni molekuly

o Detekovana
biomolekula

Opticky systém
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1. Afinitni optické biosenzory vyuzivajici molekularni znac€ky

= Senzory zalozené na fluorescencénich znackach a méreni
fluorescence.

2. Bezznackové optické afinitni biosenzory

= |nterferometrické senzory (Mach-Zehndertv integrované-
opticky interferometr, Fabry-Perotliv interferometr).

= Senzory zalozené na spektroskopii vedenych vin
dielektrickych vinovodl (mrizkovy vazebni ¢len,
rezonancni zrcadlo).

= Senzory zalozené na spektroskopii vedenych vin kovoveé-
dielektrickych vinovodu - senzory s povrchovymi
plasmony.
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Sifici se povrchové plasmony
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Senzory zalozené na rezonanci povrchovych plasmonu (Surface Plasmon
Resonance - SPR).
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|. Pred interakci Il. Interakce
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Princip ¢innosti optického afinitniho biosenzoru
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Systém pro
pripravu a
distribuci
vzorku

Cip s
ukotvenymi
receptory

Opticky systém senzoru
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Optické biosenzory: hlavni sméry vyzkumu v UFE

Plasmonické Simulace
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Laboratornit 6-kanalovy senzor zaloZeny Vysoce paralelizovany senzor zaloZeny
na spektroskopii povrchovych na zobrazent povrchovych plasmonii a
plasmont. polarizacnim kontrastu.

S

Mobilni kanalovy senzor zaloZeny na Kom}ﬁaktn 6-kanalov sr z;loéeny
spektroskopii povrchovych plasmontl na nové metodé spektroskopie
a multiplexovani vlnovych délek. pourchovych plasmonit (SPRCD).
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= Excitace povrchovych
plasmonul pomoci
optického hranolu.

= Modulace vinové délky.

= Ctyfi nezavislé optické

a mikrofluidni kanaly. S —
N | . —-
= Teplotni stabilizace. > "\ -

L in

N\t

7000 nm/RIU \

4-kanalovy laboratni senzor s

< 2%x107' RIU povrchovymi plasmony
(nahore)

1.32-1.45 RIU
Detail SPR ¢ipu (vpravo)
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Hranol a pritokova cela

i

/

CCD kamera

AaEBAaBuCRi:
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~150pum

100-300

Laboratorni prototyp zobrazovaciho SPR senzoru.

M. Piliarik, M. Bockova, J. Homola, Biosensors and Bioelectronics, 26, 1656—1661 (2010).
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Koncept optického senzoru zalozeného na e 9
excitaci povrchovych plasmonii na poli zlatych i = sklenezze podlozcve
nanotycek pomoci tiplného vnitiniho odrazu v Rozméry nanotycek:

polarizacnim kontrastu. 40 x 110 x 30 nm
Perioda: 250 nm

M. Piliarik, H. Sipova, P. Kvasnic¢ka, N. Galler, J. R. Krenn, J. Homola, Optics Express, 20, 672 (2012).
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M. Piliarik, H. Sipova, P. Kvasni¢ka, N. Galler, J. R. Krenn, J. Homola, Optics Express, 20, 672 (2012).
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SPR senzory méri zmény povrchového pokryti ~ 0.1 pg/mm?, 10° proteina.

Detekovany pocet biomolekul miize byt snizen minimalizaci
detekcni oblasti.

Mikro-SPR systém:

Superlumiscent  Polarizer B€am splitter

LED Objective
Do

Optical readout area

- . 16
CoI'Ilma?tlon SPR chip with .
cylindrical lenses grating coupler Zun

Spectrograph Collection
m———aperture
Optical
Fiber

P. Kvasnicka, K. Chadt, M. Vala, M. Bockova , J. Homola, Optics Letters, 37, 163—165 (2012).
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SPR dip position (nm)

Pozorovani vzniku monovrstvy tvorené molekulami streptavidinu.

/Buffer
757.0
4 x 16 =64 pm?
756.5 -
756.686 -
756.0 - 756.685 -
5x 107 RIU
756.684
755.5 - _ _ _ i i i
Streptavidin 220 222 224 226 228 230
50 ug/mL
T T T T T T T T T T T T T T 2
40 50 60 70 80 90 100 0.7 pg/mm
Ti .
ime (min) 450 molekul

Casova odezva SPR senzoru na formovani
streptavidinové monovrstvy.

P. Kvasnicka, K. Chadt, M. Vala, M. Bockovda, J. Homola, Optics Letters, 37, 163—165 (2012).
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SPRCD (Surface Plasmon Resonance Coupler and Dispenser) excituje
povrchovy plasmon druhym difrakénim fadem a spektralné rozklada
svétlo difragované do prvniho fadu na prostoroveé citlivy detektor.
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= Cipy pfripravitelné postupy
seriove vyroby.

O. Telezhnikova, J. Homola, Optics Letters 31, 3339-3341 (2006).
J. Homola, O. Telezhnikova, J. Dostalek, US Patent # 7,973,933 (2011).
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Licencovano Phenogenomics, Inc. (USA)

< 3%x107RIU

1.33-1.35 RIU

Kompaktni 6-kandlovy senzor zalozeny na principu SPRCD.

O. Telezhnikova, M. Piliarik, M. Vala, I. Tichy, J. Homola, Biosensors & Bioelectronics, 24, 3430 (2009).
J. Homola, M. Piliarik, I. Tichy, M. Vala, P. Adam, J. Hepnar, US Patent # 8,094,316 (2012).
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Vyzvy: Transport molekul
Disperze vzorku
Adsorpce na sténach

Outlet

Prototyp priitocné komory pro
bezdisperzni mikrofluidni systém.

Normalized Analyte Concentration
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Biomolekularni receptory pouzivané v biosenzorech s povrchovymi
plasmony zahrnuji: protilatky, peptidy, proteiny, DNA, RNA,....

Volba metody pro imobilizaci biomo-
lekularnich receptoru zavisi na:

typu receptoru a detekované latky a
detek€énich podminkach.

Hlavni pozadavky: |
Vysoké hustota receptorlf]. Samoorganizujici se monomolekularni
. o vrstva alkanthiolii s funkénimi skupinami.
Vhodna orientace receptoru.
Zachovani struktury a funkénich vlastnosti receptor.
Minimalni nespecificka interakce vzorku s povrchem.
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Metody imobilizace:

= Kovalentni vazba
= FElektrostaticka vazba

= Affinitni interakce

Nukleové kyseliny zakoncené biotinem a jejich
vazba na povrch prostrednictvim interakce
biotin-streptavidin.
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|. Kovalentni uchyceni na samoorganizujici monovrstvy (SAM)

Ci$téni povrchu zlata Vytvoreni samoorganizujici Aktivace karboxylovych Navazani proteipﬁ
vrstvy alkanethioll skupin (NHS/EDC) i Sy
Y e o \"
NHS/EDE! protein'
activation
ll. Fyzikalni adsorpce lll. Ukotveni pomoci protein A a G
Upraveny povrch Adsorbované proteiny
(dextran, lyzin) 4 0‘
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|. Konvenéni vrstvy minimalizujici nespecifickou adsorpci
Poly(ethylene glycol) (PEG) a jeho derivaty

+ jednoducha priprava
+ ruznorodost dostupnych funknich skupin
- 2D struktura limituje pocCet vazebnych mist

Il. Pokrocilé funkéni vrstvy

Zwitterionické polymery, hydrogely nebo
polymerni kartace

+ vyS8Si odolnost proti nespecifické adsorpci
+ 3D struktury s vysokym pocCtem vazeb. mist

- slozitéjsi priprava
- pozadovana minimalni tloustka (10-15 nm)
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I
Potlaceni nespecifické adsorpce pomoci pokrocCilych
funkcnich vrstev

(polyHEMA) (polyCBAA)
Hydroxy-funkéni poly(2- Karboxy-funkéni zwitterionic
hydroxyethyl methacrylate) poly(carboxybetaine acrylamide)

1500 -

1000 A

500 -

Povrchové pokryti [pg/mm?]

0 -
AT-SAM PolyHEMA PolyCBAA

Nespecificka adsorpce ze 100% lidské krevni plazmy na tri riizné
povrchy funkcionalizované protilatkami (anti-E.coli, anti-Salm).

H. Vaisocherova et al., Biosensors and Bioelectronics, 51, 150—157 (2014).
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M. Piliarik, J. Ladd, T. Allen, M. Piliarik, J. Homola, S. Jiang, Anal. Chem., 80, 4231 (2008)
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Studium molekul a jejich interakci v realném ¢ase.
Stanoveni interakénich modell, kinetickych rychlosti,
rovnovaznych konstant, termodynamickych konstant,
mapovani vazebnych mist, atd.
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Odezva senzoru [nm]

siabilestie
v v v
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Sensorgram ukazujici typicky priibéh odezvy na
molekularni interakci na povrchu senzoru.
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Studium molekul a jejich interakci v realném ¢ase.
Stanoveni interakénich modell, kinetickych rychlosti,
rovnovaznych konstant, termodynamickych konstant,
mapovani vazebnych mist, atd.

Rychla a citliva detekce biologickych a chemickych
latek :

medicinalni diagnostika (biomarkery
onemocnéni a zdravi),

monitorovani zivotniho prostredi
(kontaminanty),

kontrola kvality a bezpecCnosti potravin
(patogenni bakterie a toxiny).
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Malé org.

molekuly

Latky znecistujici ziv. prostiedi
bisphenol A, atrazin,
microcystin
Sensors Actuat B 177 (2010)
Anal Bioanal Chem 1618 (2007)

OH OH

HN.

N
Il

o
Veterinarni lé¢iva ¢ Lo
enrofloxacin, chloramphenicol

Biosens Bioel 1231 (2010)

Potravinové toxiny
tetrodotoxin, botulinum toxin,
Int J Food Microbiol p61 (2001)
JAOAC Int 596 (2011)

Markery poskozeni organi

Anal Chem 10110 (2010)

Genové mutace

Anal Bioanal Chem 2343 (2011)
Biopolymers 394 (2006)

Enzymaticka aktivita

Biosens Bioel 1605 (2010)
Anal Bioanal Chem 1165 (2009)

0.2-2 pM

vzorky tkani

Proteinové

biomarkery

Alzheimerova choroba
Amyloid B, protein Tau
Sensors Actuat B 69 (2009)
Curr Alzheimer Res 10 (2013)

Rakovina
CEA, ALCAM, hCG
Anal Bioanal Chem 2869 (2012)
Biosen Bioel 1656 (2010)
Anal Bioanal Chem 2869 (2012)

Myelodysplasticky syndrom
VEGFR
Anal Bioanal Chem 381 (2012)

Mononukledza

Protilatky proti EB viru
Biosen Bioel 1020 (2007)

Bakterie v potravinach

Sensors Actuat B 59 (2009)
Biosens Bioel 752 (2006)

10 - 10° cfu/ml
mléko, dZus, maso,
okurka
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= Bisphenol A se uziva pfi vyrobé polykarbonatovych plastu.
= Bisphenol A narusSuje Cinnost zlaz s vnitfni sekreci.

JUl

£

|. Inkubace 0.25-
@ = £ -
v 0 Detekovana  £0.20- '\
® -" l4tka 2
@ \‘ o N0.15
. Y Protilatka 3 0ng/mi
20.10 | 0.1 ng/ml
% 1 ng/ml
ll. Detekce O .05 |
v { ] 5ng/ml
4 0.00 -
® @ [ L T T T T T T

@ . —
k 0 5 10 15 20 25 30
® 4 k Cas [min]
| | Detekce BpA s vyuzitim kompeticniho detekéniho
formatu.

Kompeticni detekcni format.
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100000 3
S 104 LOD = 0.14 ng/ml E 100003
N > -
o) S 1000 4
(qf)) 0.8 g- ?
c .
S 06- S :
S g 10 -
g 5
© (&) ]
> 0.4 c ]
@ 2 14
N o = SPR
T e ] HPLC
0.2 4 B e " =
£ ,g 01 4 LOD = 0.14 ng/ml| ELISA
o ) ]
Z :
0.0 T T T — T T T — T 0.01 ML ALLY BRI LLLY B LLLY B AL L LLL B L L B LI B LI |
1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100 1000 10000 100000
Koncentrace BpA [ng/ml] Koncentrace BpA [ng/ml]
Kalibracni ki-ivka pro BpA v odpadni vodé. Stanoveni BpA v odpadni vodé pomoci

SPR biosenzoru, HPLC a ELISA.

140 pg/ml (odpadni voda)
40 pg/ml (pitna voda)

K. Hegnerovd, M. Piliarik, M. Steinbachova, Z. Flegelovd, H. Cernohorska, J. Homola, Analytical & Bioanalytical
Chemistry, 398, 1963—1966 (2010).
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* Pouzivani
do potravniho fetézce.

* Rezidua léCiv negativné ovliviuji kvalitu potravinarskych
produktl i zdravi spotrebiteld.

muze vést k jejich pfenosu

1004 -- PBSCa 100 &= == PBSCa 1004 - = PBSCa
— Milk 1/5

754 754 754

= _ _

g g =

o 50 D 504 2 50+

(g ()] ()]

b )

° S S
251 254 254
0+ 04 = 0 "
10% 102 10%! 10° 10* 102 10° 10° 102 107 100 10! 102 10° 10% 102 10% 10° 10t 102 108

[ERFX] /pg L™ [SPY] / ug L. [CAP] /pg L™

Kalibracni kiivky pro ERFX, SPY a CAP v pufru a ve vzorcich mléka.

v mléce (20%):

Enrofloxacin (ERFX), Sulfapyridine (SPY), Chloramphenicol (CAP) < 300 pg/ml

F. Fernandez, K. Hegnerova, M. Piliarik, F. S. Baeza, J. Homola, M.-Pilar Marco, Biosensors & Bioelectronics, 26, 1231—
1238 (2010).
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« MikroRNA hraji dulezitou roli v Fradé biologickych procesu.
« Hladiny mikroRNA mohou odrazet zavazné choroby

(srde€ni choroby a rakoviny).

|. Detekce miRNA-122

0.015 1

0.010 +

0.005

Sensor response [nm]

0.000 -

miRNA122

concentration:

28 30 32 34 36 38 40 42 44 46

Time [min]

Druha faze detekce mikroRNA —
detekce protilatky.
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Vzorky tkani: RNA extrahovana z jaternich tkani mysi.

0.030
0.254 Tris Channel: 1- = 12nM
" Measuring 0.025 - $1: C ipnaizz = 121
‘e 0.20- ﬂ Reference T
: .
S 0.15- S ey
8 Antibody g 00157 (RNADNA)
e Anti- . o
6 010' (RNA*DNA) T|’|515 ‘g 0010'
? s1 f 2
3 7x dil l A 0.005 -
o 0.05- Tris : L_, - ﬁ: ) Tris,,
M + C =
l ¢ \A 0.000 - MIRNA122
0.00+ .
0O 5 10 15 20 25 30 16 18 20 22 24 26 28 30
Time [min] Time [min]
Odezva senzoru na vzorky z tkant. Stanovent koncentrace mikroRNA.
gPCR
Kontrolni vzorek: 0.85 nM
H. Sipovd, S. Zhang, A. M. Dudley, D. Galas, K. Wang, J. Homola, Anal. Chem. 82, 10110 (2010).
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ALCAM (activated leukocyte cell adhesion molecule) a hCG (human chorionic
gonadotropin) maji vztah k nadorovym onemocnénim (napf. rakoviné prsu).

0.25 - 0.325 |
ALCAM + O ALCAM ©
—_ ] 1000 ng/ml — A hCG
= 0.20 1 o)
o o 0.1
= T 00775
So1s. = 0055 . &
S Pufr 2 0.0325 A
[ o
O 0.10 %
n T 200 ng/ml kY
g T = 0.01-
a 0.05 4 8 0.00775
S 2 0.0055 | LoD
@) 1 [}
0.00 LPuft V0003251 “I. -~
' 10 ng/mL ' - ' o
0 s, 10 15 10 100 1000
Cas [min] Koncentrace [ng/mL]
Odezva senzoru na riizné koncentrace Detekce biomarkerit ALCAM a hCG:
biomarkeru ALCAM v pufru. kalibracni krivka.
(v pufru)
ALCAM: 7 ng/ml hCG : 13 ng/ml

M. Piliarik, M. Bockova, J. Homola, Biosensors and Bioelectronics, 26, 1656—1661 (2010).
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Detekce ALCAM a hCG v krevni plazmeé.

% ALCAM % pufr
—_ i c
5 0.20 S (10% plasma) é 1000 ng/mL
e N ™
E ~
= 0.15 500 ng/mL
R
& ] |
(]
9 0_10__ J_ 200 ng/mL
©
>
0 ]
< 0.05
O 4
] ] 50 ng/mL
1 Pufr 1
0.00 sy —— — ——

. 10
Time [min]

Odezva senzoru na ruzné koncentrace
biomarkeru ALCAM v krevni plazmé (10%).

ALCAM:

(v plazmé)

Sensor response [MRIU]

O ALCAM
v hCG
0.1
0.0775
0.055
0.0325 ALCAM LOD

0.01 ~
0.00775

0.0055 A
0.00325 -

hCG LOD

10

100

Koncentrace [ng/mL]

Detekce biomarkerit ALCAM a hCG:

1000

kalibracni krivka v krevni plazmé (10%).

45 ng/ml hCG: 100 ng/ml

M. Piliarik, M. Bockova, J. Homola, Biosensors and Bioelectronics, 26, 1656—1661 (2010).
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Detekce karcino-embryonalniho antigenu (CEA) v krevni plazmé.

n
7lata 10_5 Au-NP zesilena detece
., . = ] (50 % plazma) &
nanolastice g ] Pfima detekce |
® Abumin E .. (pufr) ¢
. g o ]
o Streptavidin N
. ) )
J Biotinylovana 7
protilatka g 0.1+
e CEA biomarker O ]
L, s 8 LOD ~ 100 pg/ml
Y Primarni protilatka v ovu R
[Eavapoys o014 g LOD ~8ng/ml
-"l T LA | L | L | T
0.1 1 10 100 1000
Koncentrace [ng/ml]
: 100 pg/ ml Detekce biomarkeru CEA: kalibracéni
X 200 kiivka v krevni plazmé (50%).

T. Springer, J. Homola, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 404, 2869-2875 (2012).
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Sensor response [nm]

oo
L

)]
L

»

N
L

Z hlediska
mikroorganismu

jsou ze vSech
tou nejvetsi

V nékterych potravinach, se bakterie mohou

Detekéni format:;

[ ] © e
® e
e © -
‘ A
C (¥ N N

Q bacte

—-> € bactm’

A ria
snadno Zz pomerneé nizkych a N
neskodnych hladin _’Q":ﬂ- e, B
SP;chi;'
 Nekteré bakterie mohou vytvaret Y Abt | Abz  ematrix Ostreptavidin
| Buffer Il ~13X ||yo. 11 ~250x
: | _ _
/ Buffer 50+
40-
Ab, 301 S-AUNPs
Hamburger
with E.coli l 20+ — Detection
— Reference
10+
Buffer / Buffer & ! N Buffer
0 10 20 30 200 210 220 230 230 240 250 260 270
Time [min] Time [min] Time [min]
Odezva SPR senzoru na E. coli O157:H7 (7.5x105 cfu/mL).
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E. coli koncentrace [cfu/mL]
1 Pufr
60{ — 1.5x10 \
2
— — 1.5x10
€ 50+ ,
£ 1.5x10
g 401 — 1.5x10"
c 1.5x10°
% 30 ' ;
@ —7.5x106
R 201 — 15x10
3 7
1.5x10
O 104 Pufr S-AuNPs
of * , , , ,
180 190 200 210 220
Cas [min]

Detekce E.coli O157: H7 ve vzorku okurky.

Odezva senzoru na funkcéni zlaté nanocastice.

Hamburger: g
E. coli O157:H7: 24 cfuiml 27
Salmonella sp.:  7.5x103 cfu/ml

Odezva senzoru [nm]

801 -a- E.coli v hamburgeru
701 -e- E.coli v okurce
-A- Salmonella sp. v okurce
60+ _‘* i
50 *i SRE Y
I ’
40 ) A
! /
30 P /
20 & ’
7 /
,//2 7A
10' 7 s 4
P ’
Ol - - - —en="8p - &
10t 10* 10®° 10* 10° 10° 10" 10°

Koncentrace (cfu/mL)

Kalibracni kiivky pro E.coli O157:H7 a
Salmonellu ve vzorcich hamburgeru a okurky.

Okurka: @
E. coli O157:H7: 31 cfu/ml
Salmonella sp.: 1.5x103 cfu/ml
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SOUCASNOST Biosenzory s povrchovymi plasmony:

predstavuji vyspély nastroj pro pozorovani a kvantifikaci molekularnich
interakci v realném Case.

jsou schopné detekovat malé a stfredné velke molekuly s detekénim
limitem 10 pg/ml - 100 ng/ml.

mohou detekovat Siroké spektrum molekul a uplatnit se proto v radé
oblasti (medicinalni diagnostika, monitorovani zivotniho prostredi,
kontrola kvality potravin, atd.).

BUDOUCNOST Vyssi vykon, nové vlastnosti a aplikace:

Propojeni  mikrofluidnich a  plasmonickych  struktur  pro
management/zpracovani vzorku pfimo na Cipu.

Nanobiosenzory pro lokalizovanou analyzu extrémné malych objemu.

(i) Studium komplexnich biomolekularnich procesu a molekularnich
interakci v nativnim prostredi.

(i) Detekce biomolekul a jejich komplexu v realnych vzorcich.
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Matematicko-fyzikalni fakulta UK

Fakulta jaderna a fyzikaln& inZzenyrska CVUT

Ustav makromolekularni chemie AV CR, v. v. i.

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.

Ustav hematologie a krevni transfuze

Narodni ustav dusevniho zdravi (Psychiatrické centrum Praha)

VIDIA, spol. s r.o.

University of Washington, Seattle, USA

Austrian Institute of Technology, Viden, Rakousko
Imperial College, Londyn, Velka Britanie

Ewha Womans University, Soul, Jizni Korea
University of Graz, Graz, Rakousko

CNR-National Institute of Optics, Neapol, Italie

ESF Research Network PLASMON-BIONANOSENSE
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Dekuji za pozornost.




