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WP5: Biosenzory

Vyzkumna strategie a metodologie

Hlavnim cilem WP5 je prozkoumani a nalezeni novych principd vedoucich ke konstrukci
diamantovych nanosenzoru na bazi optickych a kvantovych detekénich technologii. Zaméfime se na
vytvoreni analytickych ndstrojli pro zobrazovani biologicky vyznamnych parametr( v Zivych burikach
s ultracitlivym casoprostorovym rozliSenim pomoci opticky detekované magnetické rezonance.
Zakladni vyzkumna strategie zahrnuje optimalizaci tvorby NV center v nanodiamantech pomoci
izotropniho ozarovani vysokoenergetickymi ¢asticemi a wvyvoj robustnich nanorozhrani
nanodiamantd, které zajisti biokompatibilitu pro Siroké spektrum biosystém(. Nanorozhrani budou
na bazi bioortogonalné reaktivnich hydrofilnich polymer( (Obrazek 1). Tato rozhrani ponesou
rozpoznavaci selektory pro interakci s biomolekularnimi analyty (nukleové kyseliny, proteiny) a
radikaly). Budou zkoumany také nové pristupy vedouci k modifikaci povrchu nanodiamantt pomoci
poly(glycerolu).
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Obrazek 1: Poly[N-(2-hydroxypropyl) methakrylamid] a dva “kartdcové” poly(2-methyl-2-oxazolinové) kopolymery
vyrostlé z édstice nanodiamantu. Retézce obsahuji také alkynové skupiny pro Gcinnou a vysoce bioortogondini “klik*
konjugacni chemii ve vodném prostredi

Bude vyvinut zcela novy ptistup umoziujici pouziti takovychto hybridnich struktur pro konstrukci
nitrobunécénych teplomérd. Na diamantech budou vytvoreny reverzibilni termoresponzivni (TR)
polymerni architektury. Tyto vrstvy budou obsahovat bud’ spinové znacky (stabilni radikdly nebo
komplexy Gd3*) inkorporované v polymeru nebo magnetické nanodastice pfipojené k povrchu ¢astic
a slouZici jako alternativni spinova lazen s o nékolik rada vétsi odezvou na jiné ¢asové skale (Obrazek
2). Pro zajisténi koherentni rotace klasického gigantického spinu nanocastice za normalnich
podminek (tzv. superparamagnetické odezvy), pramér nanocastic musi byt mensi nez 8 nm. Pro
studium vlivu charakteristického relaxacniho ¢asu spinové lazné a vzdjemné interakce spinovych
nosicl bude realizovana i heterogenni spinova lazen v podobé nanocastice s precizné navrzenou
spinovou strukturou jadro — slupka. Jako nejvhodnéjsi kandidati byly identifikovany spinelové ferity
s relativné mékkou magnetickou odezvou: MnyxFe,«0s; x = 0 — 1. Nanocastice s Uzkou distribuci
velikosti a definovanou krystalinitou budou ptipraveny metodou rozkladu oledtd za
hydrotermalnich podminek nebo ve vysokovroucich rozpoustédlech. Povrch vyslednych ¢astic je
stabilizovany koordinaci kyseliny olejové. Ta bude v dalSim kroku vyménéna za PEG zakonceny



hydrazidem a vhodné nanocastice pak budou pfipojeny k povrchu nanodiamantu modifikovaného
aldehydy pomoci hydrazonové ligace.
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Obrdzek 2: Struktura hybridnich  teplotnich Obrdzek 3: Nanodiamanty potaZené
nanosenzorl zaloZenych na optickém odectu termoresponzivnim polymerem, ktery reaguje na
magnetickych zmén doprovadzejicich objemové zvyseni teploty monotonni kontrakci (predbézné,
zmeény termoresponzivniho polymeru. A) Zesitovand nepublikované vysledky).

polymerni vrstva nesouci spinové znacky, B)
Magnetické nanocldstice navdzané na povrch
termoresponzivniho polymeru.

V ramci predbéinych experimentld jsme potvrdili, Ze na nanodiamantech lze nasyntetizovat
pldnovany typ polymerni vrstvy vykazujici TR chovani v biologicky relevantnim teplotnim rozmezi
(Obrazek 3). K optimalizovanym ¢asticim budou pomoci klik chemie dale pfipojeny penetracni
peptidy (TAT, Arg9) a cilici peptidy pro bunééné organely. Ty umozni prinik do bunék a nasledné
lokalizované méreni teploty. K témto nanoteplomériim budou pfipevnény také nanodiamanty
nesouci SiV centra, které zde budou slouZit jako interni reference. Méfeni pomoci opticky
detekované magnetické rezonance budou provedena v rdmci aktivni a probihajici spoluprace s prof.
Joergem Wrachtrupem (Univerzita ve Stuttgartu, Némecko).



WP5 Biosenzory

Cile

e Optimalizovat tvorbu NV center v nanodiamantech pro konstrukci nanosenzor.

e Formulovat funkéni nanorozhrani diamantd pro in vitro a in vivo senzory s extrémnim
¢asoprostorovym rozliSenim.

e Vyvinout vnitrobunéc¢né nanosenzory na bazi nanodiamant( a spinovych entit.

Aktivity

A5.1.: Posun detekénich moZnosti nanodiamantl povrchovymi a vnitfnimi modifikacemi
Trvani: M1 - M48

Zahrnuté

Trvani Popis ukolu .
skupiny

Pfiprava vakanci v nanodiamantech za pouZiti novych
izotropnich  pfistupd. Techniky budou zahrnovat
ozarovani vysokoenergetickymi elektrony v mikrotronu a
ozafovani homogennich  kompozitnich  materidl(
M1-M36 obsahujicich nanodiamanty a 1°B pomoci neutron(i | UOCHB
v jaderném reaktoru. Neutronovy zdchyt vytvaii z 1°B
vysokoenergetické alfacastice, coz vede ke tvorbé
vakanci. Zkoumany budou téZ alternativni jaderné
reakce.

Optimalizace zpracovavani vzorkd (zihani, oxidace),
separace frakci velmi malych nanodiamant( (<10 nm) a | UOCHB, UFCH,
jejich cisténi. Charakterizace téchto ¢astic pomoci TEM, | MFF UK

NTA, XRD, FTIR a XPS.

M6-M24

Produkce velkého mnoiZstvi nanodiamant( (gramy az
M12-M48 desitky gram() s vysokou koncentraci NV center za | UOCHB
pouziti optimalnich podminek ozareni a Zihani.

Povrchovd modifikace nanodiamanti bez poskozeni
povrchu diamantové mfizky a tvorby spinového Sumu.
Bude zkoumdna inzerce oxidu uhelnatého na
M1-M24 karbokationty generované v kyselém prostredi (Kochova | UOCHB
reakce) a jejich ndaslednd hydrolyza za vzniku
karboxylovych kyselin. Charakterizace pomoci EPR, FTRI
a NTA.

Vytvoreni dudlnich sond s vnitini referenci (SiV centrum)
areportérem (NV centrum). Chemickd konjugace
detonacnich nanodiamantd sSiV centry s HPHT | UOCHB, OZM,

M18-M42 ;. Lo s
nanodiamanty obsahujicimi NV centra. Vyvoj dudlnich | UFCH, MFF UK
sp3-sp? spojek umoziiujicich spojeni HPHT a detonacnich
diamantd.
Vyvoj jednokrokovych robustnich postupl tvorby
M1-M36 povrchovych  polymernich vrstev v  prostredich UOCHB, OZM

zajistujicich koloidni stabilitu HPHT a detonacnich
nanodiamantl. Budou syntetizovany nové typy




epoxidovych derivatl obsahujicich azidové a kationické
skupiny, které budou kopolymerovany s glycidolem z
diamantového povrchu bez pouziti rozpoustédel. Husté
dendritické  vrstvy na  nanodiamantech  budou
analyzovany z pohledu biokompatibility a schopnosti
biokonjugace.

Milnik MS5.1 v

M24: Identifikovanda a potvrzenda cesta vedouci k

optimalizovanym nanodiamantlm s barevnymi centry pro senzing.

Deliverable D5.1

v M26: Souhrnnda zprdva popisujici pFipravu

optimalizovanych nanodiamantd s barevnymi centry pro senzing.

A5.2.: Polymerni rozhrani senzori na bazi nanodiamantu pro in vitro a in vivo aplikace

Trvani: M1 - M48

Trvani

Popis ukolu

Zahrnuté
skupiny

M1-M24

Vyvoj  termoresponzivni  polymerni  vrstvy  na
nanodiamantech. Optimalizace sloZzeni zaméfenda na
vhodné zastoupeni reaktivnich skupin pro dalsi
modifikaci. Charakterizace termoresponzivniho chovani
pomoci NTA, QELS, TEM, fluorescencni spektroskopie.
Srovnani s jinymi materialy (SiC).

UOCHB, UFCH,
MFF UK

M12-M48

Rizeny rGst ultratenkych polymernich vrstev na
diamantovych povrsich pro pfipravu citlivych senzord.
Optimalizace radikdlové polymerace pro diamantové
povrchy. Znaceni vytvorenych polymerd “bioznackami
(biotin, His-tag).

UOCHB

M12-M36

Kovalentni (klik-chemie) a nekovalentni (biotin, His-tag,
elektrostatickd) konjugace biomolekul (DNA, protein()
na termoresponzivni i neresponzivni polymerni povrchy.
Analyza vytézki konjugace, kvantifikace biomolekul,
schopnost vazby na ligand/cilové struktury.

UOCHB

M1-M24

Syntéza fotolyzovatelnych spojek pro manipulaci se
senzory v bunkach z vnéjsku. Optimalizace spojek na bazi
kumarinu pro pfipojeni k polymerlim a biomolekuldm.
Analyza a optimalizace podminek pro fotolyzu pomoci
laserd.

UOCHB

M12 — M48

Nové strategie biokonjugace bez pouziti médi pro
nanodiamanty potazené polymerem: klik reakce s
tetrazinem - trans-cyklooktenem. Navazani trans-
cyklooktenovych skupin na nanodiamanty a kineticka
analyza prUbéhu biokonjugace s biomolekulami
modifikovanymi tetrazinem. Fluorogenni ,klik reakce” na
diamantech za pouziti fluorescencnich barviv Bodipy.

UOCHB

Milnik MS5.2 in M24: Vyvinuty synteticky postup vedouci k nanodiamantim
s termoresponzivnim povrchem.

Deliverable D5.2 in M26: Souhrnna zprava popisujici synteticky postup
k nanodiamantlm s termoresponzivnim povrchem.




A5.3. Vnitrobunécné nanosenzory se spinovou komponentou

Trvani: M1 - M36

Trvani

Popis ukolu

Zahrnuté
skupiny

M1-M24

Syntéza a povrchovda modifikace magnetickych
nanocdastic pro konstrukci hybridnich kvantovych
senzor(l z nanodiamantu. Jejich strukturni a magneticka
charakterizace (TEM, SEM, XRD, FTIR, termogravimetrie,
objemova a lokalni magnetometrie).

UFCH, MFF UK,
UOCHB

M1-M24

Syntéza novych slouéenin obsahujicich stabilni radikal
verdazyl na flexibilni hydrofilni spojce. Pfipojeni téchto
molekul k nanodiamantim sNV centry pokrytym
polymerem. Kvantifikace a charakterizace konjugatl
pomoci EPR, TEM a termogravimetrie.

UOCHB

M21-M36

Chemicka konjugace magnetickych nanocastic a Gd3*
komplexd s  termoresponzivhimi  nanodiamanty.
Optimalizace velikosti odezvy, koloidni stability a
mnoZstvi magnetickych  nanodastic/Gd3*-komplexa.
Strukturni a magnetickd charakterizace.

UFCH, MFF UK,
UOCHB

M1-M36

Manipulace s magnetickymi nanokonjugdty za pouziti
magnetického pole. Orientovany pohyb, magneticky
fizeny transport.

UFCH, MFF UK

M24-M36

Vytvoreni intraceluldrnich teplotnich senzord s vysokou
citlivosti z  nanodiamantl s termoresponzivnimi
polymery nesoucimi pfipojené magnetické nanocastice.
Intraceluldrni zacileni téchto senzor(i na mista uréeni
(mitochondrie, perinuklearni prostor, endoplasmatické
retikulum) za pouziti navrienych cilicich skupin
(trifenylfosfoniovy kation, peptidy).

UFCH, MFF UK,
UOCHB

M30 - M48

Vysokofrekvenéni stimulace magnetickych
nanokonjugatll za ucelem testovani novych protokoll
funkcionalizace a samousporadani a uréeni kalorickych
parametrd nanokonjugata.

MFF UK

Milnik MS5.3 v M36: Vyvinuta priprava magnetickych a spinovych znacek
pro pripojeni k nanodiamantovym senzorim.

Deliverable D5.3 v M38: Protokol pro pfipravu magnetickych a spinovych

znacek.
Milniky
Poradi Meésic Popis
MS5.1 M24 Identlf.lkovana: a potvrzenaj ce-sta vedouci k optlmallzovanym
nanodiamant{im s barevnymi centry pro senzing.
MS5.2 M24 Vyvinuty syntetl.ck\f postup vedouci k nanodiamantim
s termoresponzivnim povrchem.
MSS.3 M36 VXV|n_utalprlprava.magnetlclkych a spnjovych znacek pro
pfipojeni k nanodiamantovym senzordm.




Deliverables

Poradi Meésic Popis
D5.1 M26 Souhrnna zprdva popisujici pfipravu optimalizovanych
nanodiamantU s barevnymi centry pro senzing.
D5.2 M26 Souhrnna zprava popisujici synteticky postup vedouci k
nanodiamantim s termoresponzivnim povrchem.
D5.3 M38 Protokol pro pfipravu magnetickych a spinovych znacek.
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WP5 GANTT Chart

A5.1.: Posun detekénich mozZnosti nanodiamantli povrchovymi a vnitfnimi
modifikacemi

Ptiprava vakanci v nanodiamantech za pouZiti novych izotropnich pfistup(.

2018

2019

2020

2021

2022

Optimalizace zpracovavani vzorkul (zihani, oxidace), separace frakci.

Produkce velkého mnoZstvi nanodiamantu s vysokou koncentraci NV center.

Povrchova modifikace nanodiamant( bez poskozeni povrchu diamantové mfizky a tvorby spinového Sumu.

Vytvoreni dudlnich sond s vnitini referenci a reportérem.

Vyvoj jednokrokovych robustnich postupt tvorby povrchovych polymernich vrstev.

A5.2.: Polymerni rozhrani senzorli na bazi nanodiamantl pro in vitro a in vivo
aplikace

Vyvoj termoresponzivni polymerni vrstvy na nanodiamantech.

Rizeny rast ultratenkych polymernich vrstev na diamantovych povrsich pro pripravu citlivych senzord.

Kovalentni a nekovalentni konjugace biomolekul na termoresponzivni i neresponzivni polymerni povrchy.

Syntéza fotolyzovatelnych spojek pro manipulaci se senzory v burikach z vnéjsku.

Nové strategie biokonjugace bez pouZiti médi pro nanodiamanty potazené polymerem: klik reakce s
tetrazinem - trans-cyklooktenem.

A5.3. Vnitrobunécné nanosenzory se spinovou komponentou

Syntéza a povrchovd modifikace magnetickych nanocastic.

Syntéza novych sloucenin obsahujicich stabilni radikal verdazyl na flexibilni hydrofilni spojce.

Chemicka konjugace magnetickych nanocastic a Gd3+ komplexu s termoresponzivnimi nanodiamanty.

Manipulace s magnetickymi nanokonjugdty za pouziti magnetického pole.

Vytvoreni intracelularnich teplotnich senzorl s vysokou citlivosti.

Vysokofrekvenéni stimulace magnetickych nanokonjugatd.




