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SARS-CoV-2

* novi soj koronavirusa otkriven u Kini 2019. godine . Siljasti proteini (S)

* najCesScCi simptomi zaraze: poviSena temperatura, umor,

-----

okusa i/ili mirisa ! membrana (M)

C= 2

}n:kleokapsida (N)
g ssRNA

* neizostavni dio dijagnostike — analitiCke metode

* Interes za razvitkom novih, brzih, jednostavnijih i
pouzdanijih metoda detekcije — kemijski senzori

« grada: nukleokapsida (N), membrana (M), ovojnica (E) i
Siljasti proteini (S) = S i N proteini kao najcesSce koristeni
antigeni u dijagnostici .

Slika: E. Ernst, P. Wolfe, C. Stahura, K. A. Edwards, Talanta
224 (2021) 121883



S-PROTEIN SARS-CoV-2

SARS-CoV-2
.»» Spike protein

» S-proteini su gradeni od S1 i S2 podjedinica

« S1 - distalni dijelovi Cine domenu za vezanje na
receptore stanice domacina

» S2 — provodi fuziju s membranom stanice domacina
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« SARS-CoV-2 veze se nha receptor za angiotenzin
konvertiraju¢i enzim 2 (ACE-2) — transmembranski enzim
ljudskih stanica — metaloenzim (sadrzi cink)

« vezanje S1 podjedinice S-proteina za ACE-2 receptor na
povrsini stanica rezultira endocitozom i translokacijom
virusa i enzima u endosome stanice

https://www.eurekalert.org/pub_releases/2020-10/uota-
hs0102120.php



LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE (PCR)

* relativno kratke DNA fragmente umnozava u velik

broj identicnih kopija N

* RT-PCR — metoda PCR reverzibilne transkripcije — ‘i”-h_v.e,rg\_ent @ liza
molekula RNA prvo se prevodi u DNA koja sluzi kao S Vs . stanica
termostabilan predloZak za polimerazu ‘—i]' ' v

* umnozavanje moguce pratiti u realnom vremenu — ‘?‘46’ ekstrakelia
pracenje intenziteta. fluorespgncije reporterske TR ¥
molekule kojom se obiljeZava ciljna sekvenca o - - o

+ ,zlatni standard” za prepoznavanje SARS-CoV-2 ooR s dsicts

* dugotrajna priprema uzoraka, potrebno struc¢no
osoblje i instrumentacija, dugo ukupno vrijeme
obrade uzoraka i provedba PCR metode




ELISA TESTOVI

A Indirektna ELISA za detekciju
antitijela za SARS-CoV-2
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ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay

daju ocCitanja za sva SARS-CoV-2 antitijela
(IgG, IgM i IgA)

brza i osjetljiva metoda

ograniCavajuci faktor: koriStenje skupih reagensa
(antigeni, antitijela, enzimi)

Cesto daje lazno pozitivne i lazno negativne
rezultate

Slike: I. H. Alsohaimi, Biotechnol. Biotechnol. Equip. 35 (2021)
196-207.; https://boku.ac.at/en/dbt/news/covid-19



IMUNOKROMATOGRAFSKI TESTOVI

koloidno zlato funkcionalizirano

IgG + rezultati testa SARS-CoV-2 S-proteinom

ljudski IgG protiv S-proteina
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antigen ili antitijelo specificni za analit imobilizirani na
nitroceluloznu membranu — testna linija

molekule ili Cestice koje indiciraju da je uspostavijen
kapilarni protok — kontrolna linija

ostala mjesta — blokirana nespecificnim proteinima

relativno visok postotak lazno pozitivnih rezultata -
needuciranost osoblja o provedbi testova, neprovodenje
preporucene procedure

Slike: E. Ernst, P. Wolfe, C. Stahura, K. A. Edwards, Talanta 224 (2021) 121883;

https://www.kyvobio.com/lees/newsletter-26/sars-cov-2-covid-19-diagnosis-by-
2264.html




APTASENZOR TEMELJEN NA SERS
SPEKTROSKOPIJI

» kemijski senzori — uredaji koji stvaraju odziv na temelju selektivhe kemijske reakcije s odgovarajuc¢im
analitom

» biosenzori — bioloSki element za prepoznavanje (enzimi, antitijela,...)

» aptasenzori — podvrsta biosenora; element za prepoznavanje: aptamer
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APTAMERI

 kratki jednolancani oligonukleotidi koji se mogu selektivno vezati za ciljne molekule poput proteina,
malih molekula i nukleinskih kiselina

» kemijski sintetizirane nekanonske nukleinske kiseline

» usporedba s antitijelima: kraCe vrijeme i niZza cijena proizvodnje, lako se modificiraju u svrhu
konstruiranja biosenzora i mogu se koristiti kao reporteri signala, linkeri i receptori
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SPEKTROSKOPIJA POVRSINSKI POJACANOG
RAMANOVOG RASPRSENJA - SERS

Pobudno
zradenje Povrsinski pojacano
Ramanovo rasprsenje
//
7 o :
o /‘ Otopina uzorka
_ .
Nanostrukturirana
metalna povrsina /' Adsorbirana molekula

Sferne nanocestice

metala

Elektri¢no
polje

.

Elektronski oblak

elektromagnetski mehanizam —
temelji se na plazmonskoj rezonanciji

kemijski mehanizmi poja€anja —
temelji se na prijenosu naboja s
molekule na metal i/ili s metala na
molekulu

“vru¢a mjesta” — dodatno pojaCanje
Ramanovog rasprsenja

SERS supstrati — moraju imati
hrapavu povrsinu — nanocestice u
suspenziji ili imobilizirane na Cvrstim
nosacima, metalni filmovi, elekrode
hrapave povrsine


https://www.stjapan.de/accessories-1/raman-sers-substrates/

RAZVOJ APTASENZORA - SERS SUPSTRAT

— AgNPs + H20
L — AgNPs + 20mM NaCl « SERS supstrat — koloid nanocestica srebra s
0.9+ —— AgNPs + 40mM NaCl povrsinskim slojem kloridnih iona
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1407.




RAZVOJ APTASENZORA - SERS SUPSTRAT

Ramanov intenzitet
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» Ispitivanje  pojaCanja  Ramanovog

rasprSenja — modelna molekula -
purinska baza ksantin

* Najintenzivniji spektar u otopini NaCl

(20 mM)

Slika: E. Zavyalova et al., Nanomaterials 11 (2021) 1394-

1407.



RAZVOJ APTASENZORA — STRUKTURNA
KARAKTERIZACIJA APTAMERA

» Aptamer RBD-1C - selektivho se veze za S-protein SARS-CoV-2, konkretno za domenu glikoproteina koja
veze receptore (engl. receptor binding domain, RBD)

« Spektri CD - kombinacija dupleksa i antiparalelnog G-kvadrupleksa s dijagonalnom petljom - istraziti i
skracenu verziju aptamera (RBD-1C-sh)!
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Slika: E. Zavyalova et al., Nanomaterials 11 (2021) 1394-

1407.




RAZVOJ APTASENZORA - ODREDIVANJE
AFINITETA APTAMERA PREMA S-PROTEINU

« odredene su kinetiCke konstante asocijacije i disocijacije kompleksa RBD-S-protein uz koristenje
interferometra

« skracena verzija aptamera (RBD-1C-sh) ima viSu konstantu disocijacije (330 £ 60 nmol/L) $to ukazuje na

nisko specificno vezanje — jedinstvena prostorna struktura RBD-1C aptamera presudna za visok afinitet
prema S-proteinu SARS-CoV-2

Aptamer k, (mol=' L s71) kq (s71) K4 (Mol/L)
RBD-1C (1,7+0,8) x 105 (2,17 +0,02) x 103 (1,3 +0,2) x 108

RBD-1C-sh (1,7+0,2) x 10+ (5,6 +0,4) x 10 (3,3 +0,6) x 1077

1407.




RAZVOJ APTASENZORA — ODREDIVANJE
AFINITETA APTAMERA PREMA CIJELOM VIRUSU

——RBD-1C i 2.240° TCID50/mL  SARS-CoV-2
——RBD-1C ; 1.1x10° TCID50/mL  SARS-CoV-2
——RBD-1C-sh ; 2.2x10° TCID50/mL 'SARS-CoV-2
——RBD-1C-sh i 1.1x10° TCID50/mL  SARS-CoV-2

* RBD-1C pokazuje visokospecificho vezanje
e « RBD-1C-sh pokazuje niskospecifi¢no
vezanje

0.04 - « - aktivna komponenta aptamera — motiv
T DNA ukosnice, dok su G-kvadrupleksi
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Slika: E. Zavyalova et al., Nanomaterials 11 (2021) 1394-
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SPECIFICNOST SERS APTASENZORA
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Slika: E. Zavyalova et al., Nanomaterials 11 (2021) 1394-
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Pufer
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Slika: E. Zavyalova et al., Nanomaterials 11 (2021) 1394-

1407.



ZAKLJUCAK

vecina poznatih testova temelji se na dobro poznatim tehnikama imunokromatografije i
ELISA-e kao i ,zlatni standard” — RT-PCR

razvijen SERS aptasenzor, biosensor koji koristi aptamer kao element za
prepoznavanje

aptameri — osjetljivost usporedna ili ve€a u usporedbi s antitijelima, a proizvodnja brza i
jeftinija

vrlo jednostavna metoda (1 korak), minimalna priprema uzorka, brza metoda (7 minuta)

odlicnha selektivnost prema SARS-CoV-2 u prisutnosti drugih virusa

provode se daljnja istrazivanja — poboljSanje metode, usavrSavanje dizajna aptasenzora




