Nowe anty-Stokesowskie znaczniki luminescencyjne i wielokolorowy
FRET do sekwencjonowania pojedynczych nici DNA (LantaSEQ)
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Sekwencjonowanie DNA stato sie niezbednym narzedziem w diagnostyce klinicznej
i naukach przyrodniczych, na przyktad w biotechnologii, badaniach ewolucyjnych czy w
profilowaniu genetycznym mikroorganizmow. W przysztosci oczekiwany jest wzrost wptywu
spersonalizowanej opieki zdrowotnej, poniewaz podatnos¢ na wiele chordb, takich jak choroby
nowotworowe, ma zwigzek z czynnikami genetycznymi. Sekwencjonowanie DNA genomu
osobistego moze tez w znaczgcy sposob poprawi¢ ocene ryzyka rozwoju choréb. Ponadto,
wczesha ocena indywidualnych odpowiedzi na lek moze pomdc w uniknieciu niepozgdanych
reakcji i zoptymalizowaniu terapii. Znajomos¢ sekwencji DNA moze by¢ rowniez pomocha
w wyborze nowych celéw biochemicznych w procesie odkrywania lekow. Sekwencjonowanie
pojedynczych molekut DNA jest wysoce pozadane w diagnostyce molekularnej, poniewaz
charakteryzuje sie (i) uproszczonym przygotowaniem matrycy DNA, (i) wiekszag
przepustowoscig i szybkoscig, (iii) dtuzszymi odczytami, a tym samym zmniejszeniem kosztow
w porownaniu z konwencjonalnymi technikami sekwencjonowania.

Obecne techniki sekwencjonowania pojedynczych molekut DNA majg jednak kilka wad,
ktére mozna obejs¢, wykorzystujgc unikalne cechy fotofizyczne nowych luminescencyjnych
nanomateriatéw domieszkowanych lantanowcami (LnNP), ktére (1) wydajnie emitujg swiatto
widzialne pod wplywem wzbudzenia NIR z duzymi przesunieciami antystokesowskimi >300
nm. W takich warunkach zadne inne sktadniki prébki nie sg wzbudzane, a sygnat tla
spowodowany autofluorescencjg i rozpraszaniem swiatta jest eliminowany. (2) LnNP s3g
fotostabilne i — w przeciwienstwie do kropek kwantowych — nie wykazujg migotania. W
konsekwenciji takie nowe nanoczastki zapewniajg stabilny sygnat donora dla FRET, ktéry jest
niezbedny do ciggtego odczytu dtugich sekwencji DNA. (3) LnNP emitujg wiele waskich pasm
emisyjnych pod wplywem wzbudzenia pojedynczg dlugoscig fali, tak ze pojedyncza
nanoczgstka luminescencyjna moze by¢é uzyta jako donor FRET do czterech réznych
barwnikéw akceptorowych, ktére sg wymagane do identyfikacji poszczegdlnych dNTP.

Chociaz sg to bardzo obiecujgce wtasciwosci, sekwencjonowanie pojedynczych
czagsteczek w oparciu o nanoczastki domieszkowane lantanowcami nie jest zadaniem
trywialnym i nigdy wczesniej nie zostato zrealizowane. W celu uzyskania takiego
zastosowania nanoczgstek podjete zostang nastepujgce zadania:

» optymalizacja przyrzadow do odczytu optycznego pod katem wykrywania
pojedynczych LnNP i obrazowania mikroskopowego w szerokim polu

+ zsyntetyzowanie i badania nowych specjalnie zaprojektowanych LnNP (poprzez
optymalizacje architektury domieszkowania i sktadu rdzen-powtoka), aby uczyni¢ je jak
najjasniejszymi i jak najbardziej wrazliwymi na czgsteczki akceptorowe.

» zoptymalizowanie koniugacji powierzchniowej polimerazy, w celu zminimalizowania
odlegtosci miedzy UCNP a polimerazg

* wykorzystanie nowoopracowanych materiatdw, przyrzadéw i metod do
sekwencjonowania testowych molekut DNA.

W wyniku projektu powstanie funkcjonalny prototyp nowej technologii sekwencjonowania
DNA (LantaSEQ).
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