Development of DNA aptamers-based biosensors for food safety and medical
diagnostics

(Vyvoj biosenzorov na bdaze DNA aptamérov pre bezpecnost potravin a lekarsku
diagnostiku)

Kiran Sontakke

Abstrakt

Reziduad antibiotik a tazké kovy vo vzorkdch potravin a zivotného prostredia, ako aj
proteinové biomarkery neurologickych ochoreni, su latkami s regulaénym alebo klinickym
vyznamom, ktoré sa v komplexnych matriciach vyskytuji vo vel'mi nizkych koncentraciach.
Hoci st konven¢éné metddy citlivé, su nakladné, ¢asovo naro¢né a nevhodné na pouzitie priamo
v teréne. Tato dizertatna praca rieSi uvedené obmedzenia navrhom a charakterizaciou
biosenzorov na baze DNA aptamérov, ktoré zahfniaju povrchy funkcionalizované
nanomateridlmi a antifoulingové spojovacie molekuly. Cielovymi analytmi v oblasti
bezpecnosti potravin boli penicilin G (PEN), oxytetracyklin (OTC) a ortut’, zatial’ ¢o cielovym
analytom v oblasti lekérskej diagnostiky bol myelinovy bazicky protein (MBP), biomarker
demyelinizécie pri roztrasenej skleréze. Pouzité boli elektrochemické (DPV, CV a EIS),
akustické (QCM-D) a optické (LSPR) transdukéné metody.

MOF na baze kobalt-sukcinatu s inkorporovanym Ag a s aptamérmi modifikovanymi
tiolovymi a aminoskupinami imobilizovanymi metédou vrstveného nanaSania detegoval Hg(II)
v rozsahu 0.7-10 nM s LOD 0.3 nM. Biosenzor na bize elektrody zo sklovitého uhlika (GCE)
modifikovanej nanokompozitom rGO-MWCNT s kovalentne pripojenymi DNA aptamérmi
detegoval OTC s limitom detekcie (LOD) 1.72 ng/mL, o je priblizne 58-krat menej nez limit
EU pre mlieko. Biosenzor bol aplikovany vzorkich mlieka s pridavkom OTC. Pre PEN
dosiahol aptasenzor zaloZeny na monovrstve MUA LOD 0.23 ng/mL. Po prvy krat bola pouzita
kombinovana platforma QCM-D/LSPR, na detekciu antibiotik. Tato metdda poskytla takmer
identick¢é LOD 3.0 nM pri QCM-D a 3.1 nM pri LSPR, s disociaénymi konStantami 50 nM,
respektive 20 nM. Vietky namerané hodnoty boli nizsie nez limit EU 4 ng/mL. Pre MBP
zmieSana antifoulingova monovrstva HS-MEG-COOH/DTT umoznila detekciu pomocou DPV
a QCM-D, pricom poskytla porovnate'né LOD 2.74 a 4.14 ng/mL v pufri a 6.36 a 6.87 ng/mL
v umelej cerebrospindlnej tekutine. V tejto vzorke bola hlavnou interferenciou neSpecificka
adsorpcia albuminu.

Vysledky naznacuju, Ze ucinnost’ senzorov ovplyviiuje afinitny charakter aptamérov aj
vlastnosti senzorového rozhrania. Tieto vlastnosti zahfiiaji imobilizacnu chémiu, podporu
nanomateriadlmi, heterogenitu povrchu a antifoulingovy dizajn. Za¢lenenim komplementarnych
transduk¢nych technik sa dosiahla citliva detekcia a zaroven sa ziskali mechanistické poznatky
o interakciach medzi aptamérmi a ich cielovymi analytmi.
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