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Streszczenie

W pracy zostaly opisane biosensory proteinowe oraz ich wilasciwosci
fluorescencyjne. Przyblizono podstawy projektowania biosensorow prote-
inowych oraz strategii stosowanych przy projektowaniu sensoréw biatko-
wych:rational protein design (racjonalne projektowanie), directed evolution
(ewolucja ukierunkowana), de novo design (projektowanie biatek de
novo).Zestawiono anality oraz proteiny receptorowe wykorzystywane
w badaniach fluorescencyjnych. Opisano zastosowania biosensorow
w medycynie.

Stowa kluczowe: biosensor, fluorescencja, proteina, analit.

Protein based biosensors and their
fluorescent properties

Abstract

This paper describes the basics of protein biosensors with particular
emphasis on their fluorescent properties. Biosensors are classified on
receptor layers with particular emphasis on protein biosensors. There is
brought closer the base of protein sensor design, taking into account three
strategies commonly use in protein engineering in order to improve
sensivity, selectivity and stability of protein biosensor: rational design,
directed evolution, de novo design. The main construction problems
encountered in the design of biosensor and ways of they solving have been
described. The recent research on fluorescent protein biosensors receptor
layer is presented. In Table 1 there is given the list of proteins and
appropriate fluorescent methods: FRET (Foster Resonance energy Transfer),
change in fluorescence emission spectra, for Zn**, Glc ,Gal ,Fruc, Arab,
DMAPIP-b, Ca*', H,0,, Ca*’, p-CD,CB6, CB7, CFP detection. There is
described the use of fluorescent protein based biosensors for clinical
application. Biosensors as modern and widely used tools in environmental,
medical, food industry have been presented and the future trends in
scientific research have been given in the paper.
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1. Biosensory proteinowe

Biosensory to urzadzenia analityczne o wysokiej selektywnosci,
ktore coraz czgéciej znajduja zastosowanie w medycynie [7, §, 30,
31], ochronie $rodowiska [1, 23] oraz przemysle spozywczym [1,
9, 24, 29]. W medycynie sensory te wykorzystuje si¢ w celach
diagnostycznych [37], w ochronie §rodowiska oraz w przemysle
spozywczym wykorzystywane sg do wykrywania szkodliwych,
toksycznych substancji mogacych powodowac efekt genotoksycz-
ny [1].

Kazdy biosensor sktada si¢ z dwoch podstawowych elementow:
selektywnej czesci receptorowej oraz czgsci przetwornikowe;.

Czg$¢ receptorowa stanowi pewnego rodzaju tarcze na po-
wierzchni, ktorej znajduja si¢ receptory czyli molekuly biologiczne
odpowiedzialne za wychwycenie badanej czasteczki (analitu).
W czgéei przetwornikowej natomiast nastepuje zamiana wyniku
biologicznego oddziatywania pomigdzy molekutami receptora a
molekutami badanymi na sygnat elektryczny,chemiczny lub inny [1].

W duzym uproszczeniu mozemy poréwnac tarcz¢ biosensora
sktadajaca si¢ z czgsci receptorowej i przetwornikowej do zamka,
a czasteczke, ktora podlega detekcji (analit) do klucza.

W momencie odpowiedniego doboru zamka i klucza czyli in-
nymi stowy zgodnosci analitu z bioreceptorem , pojawia si¢ sy-
gnal, ktdry jest mierzony za pomocg odpowiednich metod zalez-
nych od rodzaju sygnatu.

Schemat budowy biosensora przedstawia rysunek (rys. 1).
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Rys. 1. Zasada dziatania oraz schemat budowy biosensora
Fig. 1.  Principle of effect and diagram of biosensor activities

Ze wzgledu na rodzaj receptora, wptywajacego na bioselektyw-
no$¢ czujnika, biosensory mozemy podzieli¢ na: enzymatyczne,
gdy warstwe receptorowa stanowi enzym; immunosensory, gdy
w warstwie receptorowej znajdujg si¢ przeciwciala a analitem jest
antygen; biosensory wykorzystujace wirusy, mikroorganizmy oraz
biosensory proteinowe, ktore w warstwie receptorowej posiadaja
czasteczki biatka;

Powyzszy podziat biosensordéw ilustruje schemat (rys. 2).
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Rys. 2. Rodzaje biosensorow (przyktady). Podziat ze wzglgdu na rodzaj receptora
Fig. 2. The type of biosensor (examples). Distribution by type of receptor

Ze wzgledu na rodzaj przetwornika oraz powierzchnie czynna
biosensora majaca istotny wptyw na czulo$¢ biosensora mozna
wyr6zni¢: biosensory piezoelektryczne - przetwarzajace zmiany
ksztaltu na napigcie elektryczne i wskazujace na zmiany masy,
termometryczne, magnetyczne oraz elektrochemiczne, ktore dalej
dziela si¢ na potencjometryczne i amperometryczne oraz biosen-
sory optyczne- wykorzystujace pomiary $wietlne, dokonywane
w spektrofluorymetrze.

Przy projektowaniu biosensoréw nalezy zatem do analizowanej
substancji (analitu) dobra¢ odpowiednio czg$¢ receptorowo-
przetwornikowa w taki sposdb, aby zagwarantowaé powstanie
sygnatu, a nastgpnie do otrzymanego sygnalu dobra¢ metode
pomiaru oraz metod¢ analizy.
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W przypadku biosensoréw proteinowych wykorzystuje si¢ po-
miary spektrofluorymetryczne bazujace na pomiarze $wiatta po-
wstajacego na skutek oddzialywania analitu z cze$cia receptorowo
— przetwornikowg.

Przy tego typu sensorach nalezy jednak poprzez dobor odpo-
wiedniej proteiny (naturalnie fluoryzujacej) badz znakowanej
fluorescencyjnie (proteiny niefluoryzujace), w czgsci receptoro-
wo-przetwornikowej zagwarantowa¢ powstanie mierzalnego,
optycznego sygnatu, na bazie, ktérego dokonuje si¢ doboru meto-
dy analizy fluorescencyjne;.

Wsrod dostepnych i powszechnie stosowanych technik fluore-
scencyjnych wyr6zni¢ mozna: zmiana intensywnosci fluorescencji
[3, 11-15], FRET czyli (Foster resonance energy transfer)[10-16,
27, 32], FLIM (fluorescence life time imaging) [33, 34] oraz FCS
( fluorescent corelation spectroscopy) [22].

2. Podstawy projektowania biosensorow
proteinowych

Przy projektowaniu biosensordw nalezy zwrdci¢ uwage na na-
stepujace parametry uzytkowe: doktadno$é, powtarzalno$¢ wyni-
kow, czutose, selektywnos$é, czas detekeji a takze czas zycia sen-
sora czyli stabilno$¢, zalezna od trybu jego przechowywania
i uzytkowania. W przypadku sensoréw biologicznych, a szczeg6l-
nie w przypadku sensorow proteinowych otrzymanie zgodnosci
wszystkich parametrow stanowi dalej wyzwanie dla naukowcow
oraz konstruktorow ze wzgledu na procesy denaturacyjne biatka
w warstwie receptorowo-przetwornikowej, ktore zachodza
z uplywem czasu.

W przypadku biatek globularnych ograniczenie stanowi roéw-
niez ich kulisto$¢, ktora ogranicza detekcje oraz poziom stabilno-
$ci proteiny [2].

Obecnie w celu poprawy czulosci, selektywnosci, stabilnosci,
powiazania proteiny z warstwa receptorowo-przetwornikowa oraz
poprawienia przesytu sygnatu wewnatrz srodowiska biologiczne-
g0 stosuje si¢ trzy strategie nazwane odpowiednio: rational prote-
in design , co mozna tlumaczy¢ jako (racjonalne projektowanie),
directed evolution (ewolucja ukierunkowana) de novo design
(projektowanie biatek de novo). Kazda z nich ma na celu poprawe
komponentéw biosensora a jednoczesnie kazda z nich posiada
pewnego rodzaju ograniczenia w zastosowaniu.

[ tak rational protein design dotyczy mutacji genéw lub protein
i koncentruje si¢ wokot identyfikacji zmian prowadzacych
do zaburzenia prawidlowej funkcji genu lub biatka, a directed
evolution prowadzi do wzmacniania, bagdz wprowadzanie mutacji
w celu wzmocnienia pozadanych cech.

De novo protein design zaktada projektowanie proteiny od pod-
staw z uwzglednieniem jej kompletnej struktury, stopnia pofatdo-
wania, fizycznych sit , ktore stabilizujg proteing (sity van der
Walsa, elektrostatyczne oddziatywania oraz energie $rodowiska
przy jednoczesnym uwzglednieniu interakcji pomiedzy amino-
kwasami) [2].

Ostatecznie proces projektowania biosensora obywa si¢
w dwoch krokach: pierwszy z nich to konstrukcja rusztowania
i jego zdolno$ci do przesylania sygnatu , drugi to kreowanie ak-
tywnej strony biosensora czyli konstruowaniu odpowiedniej war-
stwy receptorowej z wlasciwym wyborem substancji bioselektyw-
nie czutych.

Dobor wlasciwej warstwy receptorowej stanowi najczulsze
ogniwo przy projektowaniu biosensorow, ze wzgledu na to, ze
warstwa ta musi spelnia¢ jednoczesénie kilka warunkow, a miano-
wicie: posiada¢ odpowiednia czulos¢, zapewniac selektywnosé
oraz odpowiedni wskaznik koncentracji , powinna pozostac stabil-
na po integracji jej z cialem stalym. Ponadto powinna posiadaé
wlasciwosci przewodzace czyli innymi stowy w warstwie recepto-
rowej powinny znajdowac si¢ molekuty, ktore posiadajg zdolnosci
absorpcyjne badz fluorescencyjne zmieniajace si¢ na skutek reak-
cji z analitem. Wazne jest rowniez, aby rozpoznany element (ana-
lit) wykrywany byt przez warstwe¢ poprzez jedna reakcje np.
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emisj¢ fluorescencyjna, a z kolei przebieg tej reakcji nie byt za-
lezny od chemicznych warunkéw otoczenia takich np. jak pH.
Ponadto warstwa ta po przeprowadzone]j reakcji powinna si¢
regenerowac, tak, aby kolejna reakcja ( kolejne wykrywanie anali-
tu) bylo mozliwe z zachowaniem takiej samej doktadnosci [6].
Kluczowym problemem budowy biosensoréw jest unierucho-
mienie warstwy receptorowej na powierzchni przetwornika sygna-
hu, ktory odpowiedzialny jest za stabilizacj¢ biomaterialu oraz
wymagana blisko$¢ czujnika i odbiornika. Aby problem zminima-
lizowa¢ wykorzystuje sig¢: absorpcje fizyczna, usieciowienie
molekut, wigzania kowalencyjne. Zastosowanie wyzej wymienio-
nych metod umozliwia czute, szybkie i dokladne wykrywanie
nawet matych stezen analizowanych substancji, ktére moga miec¢
wplyw toksyczny, mutagenny oraz rakotwdrczy na organizmy

zywe [4].

3. Badania fluorescencyjne warstw
receptorowych biosensoréw proteinowych

Dokonujac przegladu aktualnej literatury dotyczacej biatko-
wych biosensorow fluorescencyjnych. Zauwazy¢é mozna,ze grupy
badawcze koncentruja swoje wysitki wokol dwoch zasadniczych
problemow naukowych.

Pierwszy z nich to unieruchomienie biologicznej warstwy re-
ceptorowej oraz dobdr odpowiedniego przetwornika dobrze
transmitujacego uzyskany sygnat [1, 28, 35, 38-40].

Drugi to badanie selektywno$ci warstwy receptorowej oraz
proby stabilizacji materiatu biologicznego w tej warstwie [3, 10-
16, 36].

Przeglad wynikéw badan nad odpowiednim doborem analitu
oraz biatka w warstwie receptorowej a takze zastosowanej metody
badawczej przedstawia tabela (tab. 1).

Tab. 1. Zestawienie analitow oraz protein receptorowych wykorzystywanych
w badaniach fluorescencyjnych
Tab. 1. Summary of analyte and receptor proteins use in studies of fluorescent
proteina
L.P analit w warstwie metoda . literatura
. fluorescencyjna
receptorowej
GGBP
Glc ,Gal ijej mutacje Zmiana intensywno- 1
1 Fruc Arab (BD18, BD21, $ci fluorescencji
BD24)
2 7t BFC Zn}le}na intensywno- 12
SC1 ﬂuorescenc_]l
3 DMAPIP-b BSA Zmiana intensywno- 13
Sci fluorescencji
4 Ca®* GPCR FRET 10
5 H,0, HyPer Zmiana intensywno- 14
SC1 ﬂuorescenc_]l
6 Cca?t YFP Zn'm.ma mtensyw_@— 15
$ci fluorescencji
B-CD L
BSA, HSA, Zmiana intensywno-
7 CB6 . . . 3
v-Globulina §ci fluorescencji
CB7
8 CFP YFP FRET 16

Zmiana intensywnosci w widmach fluorescencyjnych biatek
postuzyta do detekcji jonoéw Zn'? przez BFC (Blue Fluorescent
Protein) [12] oraz Ca+’ przez YFP (Yellow Fluorescent Protein)
[15], a takze cukrow: glukozy (Glc) galaktozy (Gal), fruktozy,
arabinozy [11] przez biatko GGBP (glucose/galactose binding
protein) i jego mutacje [3], oraz nadtlenku wodoru (H,0O,) przez
biatko Hyper [14] .Udowodniono réwniez reaktywno$¢ pomigdzy
biatkami BSA (Bovine Serum Albumin), HSA (Human Serum
Albumin) i y- globuling z B-CD (B-cyklodextrin), CB6 (Cucrur-
bit[6]uril), CD7(Cucrurbit[7]uril) [7] oraz DMAPIP (2-(4”-N,N-
dimethylamxino)phenylimidazo[4,5-b]pyridime z BSA [13].
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Na podstawie transferu energii pomi¢dzy donorem a akcepto-
rem (FRET) stwierdzono wykrywanie jonéw Ca'? przez GPCR
(G protein- coupled receptors) — ludzkimi reprezentantami rodziny
800 genow, ktoére odgrywaja kluczowa role w wielu fizjologicz-
nych procesach okre$lajacych np. zapach czy smak [10] oraz
reaktywnos$¢ pomiedzy biatkami CFP (Cyjan fluorescet protein)
a YFP ( yellow fluorescent protein) [8].

Jak przewiduja naukowcy [10-16] badania reaktywnosci bial-
kowych warstw receptorowych i odpowiednich analitow sg bar-
dzo przyszlosciowe i przeciggu najblizszych lat z pewnos$cia beda
si¢ rozwijaly, poniewaz dobdr odpowiednich komponentow bio-
sensora stanowi podstawe powstania sygnatu.

4. Zastosowanie biosensoréw w medycynie
ze szczego6lnym uwzglednienie sensoréw
fluorescencyjnych

Wraz z rozwojem zainteresowan tematyka biosensorowa wzra-
sta rowniez liczba zastosowan biosensorow.

Obecnie biosensory powszechnie stosuje si¢ w ochronie $rodo-
wiska [1, 4, 21] gdzie technologie biosensorowi stanowia wedtug
dyrektyw Unii Europejskiej podstawowe, szybkie i ekonomiczne
narz¢dzie biomonitoringu S$rodowiskowego [4], a takze coraz
powszechnie stosowane sa w medycynie w celu detekcji neuro-
transmiteréw takich jak (acetylocholina czy dopomina, biomole-
kut (np. cholesterol, glukoza) czy biomarkeréw rakotworczych
(biatko reaktywne C (CRP)) [17]. Fluorescencyjne biosensory
majg szerokie zastosowanie podczas prac zwigzanych z rozwojem
nowych lekow [18, 25] czy diagnostyce medycznej [19, 20, 26].

5. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonego studium literaturowego, $le-
dzac najnowsze tredy w badaniach nad biosensoryka mozna wnio-
skowaé, ze biosensory maja szerokie zastosowanie w wielu gate-
ziach przemystu, a prace naukowcow, inzynieréw, konstruktorow
nad ciagltym ich udoskonaleniem caly czas si¢ rozwijaja. Z roku
na rok rosnie liczba publikacji naukowych poswigconych temato-
wi biosensordéw i tak w 1993 roku wedltug Web of Science byto
298, a w roku 2012 liczba ich wzrosta do 2423, Swiadczy to
o dynamicznym rozwoju zainteresowan tym tematem.

Jednoczes$nie warto podkresli¢, ze tematyka jest niezwykle cie-
kawa i zgl¢biajac w szczegotach obszar zainteresowan wybranym
typem biosensorow (np. biosensorami proteinowymi) mozna
powiedzieé, ze stanowi ona caly czas szerokie pole badawcze,
a ciagle proby naukowcéw nad rozwigzaniem problemow kon-
strukcyjnych w przysztosci przyniosa zapewne wymierne efekty
w postaci prototypu idealnego biosensorora (proteinowego), ktory
bylby czuly, selektywny, stabilny i zdolny do wielokrotnego
wykorzystania.
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