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L’obiettivo del progetto è sviluppare nuovi biosensori cellulari microbici e biosensori cell-free, e integrarli in dispositivi analitici portatili per la rivelazione di analiti di interesse clinico e ambientale, quali biomarker tumorali, interferenti endocrini, pesticidi e altre molecole bioattive.
L'utilizzo di cellule geneticamente ingegnerizzate (batteri e lieviti) con proteine reporter bioluminescenti permette di ottenere biosensori microbici in grado di produrre un segnale bioluminescente direttamente proporzionale alla concentrazione biodisponibile di un analita, o una classe di analiti in maniera rapida e sensibile. Grazie alla tecnologia dei geni reporter, saranno ottenuti biosensori cellulari bioluminescenti batteri e lieviti geneticamente ingegnerizzati mediante l’introduzione di vettori di espressione di recettori specifici e di elementi genetici regolatori/promotori che determinano l’espressione di proteine reporter bioluminescenti. Il progetto prevede inoltre lo sviluppo di sistemi cell-free transcription translation (TXTL). I sistemi TXTL presentano numerosi vantaggi rispetto a biosensori basati su cellule intere, tra cui l’assenza di problematiche derivanti dall’utilizzo di microorganismi geneticamente modificati. Ciò li rende facilmente adattabili e integrabili in dispositivi analitici portatili, con alta stabilità e portabilità.  

Per entrambi i biosensori verranno utilizzate proteine bioluminescenti (luciferasi) isolate da diversi organismi e caratterizzate da diverse proprietà di emissione (es. in termini di cinetica e spettro di emissione), stabilità ed attività enzimatica. Saranno inoltre sviluppati sistemi multiplex per consentire il monitoraggio simultaneo di più analiti e correggere la risposta specifica in funzione di interferenze dovute alla matrice. 
Il progetto prevede l’integrazione e la realizzazione di prototipi di dispositivi analitici portatili, ottenuti mediante l’utilizzo della tecnologia di stampa 3D e utilizzando smartphone e camere CCD come sistemi di rivelazione ed elaborazione diretta della risposta dei biosensori bioluminescenti. 
Piano di attività
Il piano di attività prevede che il titolare dell’assegno di ricerca si dedichi alla messa a punto di nuovi biosensori bioluminescenti a cellule intere e biosensori TX-TL e all’integrazione degli stessi in dispositivi analitici portatili. 
In particolare, sono previste le seguenti attività:

- ingegnerizzazione di diversi ceppi microbici (E. coli, S.cerevisiae) con geni reporter bioluminescenti con emissione a differenti lunghezze d’onda;
- ottimizzazione e standardizzazione di biosensori cellulari e biosensori TX-TL;  

- realizzazione di dispositivi (prototipi) analitici portatili a basso costo sfruttando la tecnologia di stampa 3D;
- integrazione e ottimizzazione delle procedure di immobilizzazione dei biosensori bioluminescenti cellulari e cell-free in dispositivi portatili in sistemi di rivelazione portatili (es. CCD e smartphone);
-caratterizzazione delle prestazioni analitiche dei dispositivi analitici sviluppati.

Project
The aim of the project is to develop new cell biosensors and cell-free transcription–translation (TXTL)  biosensors and to integrate them into portable analytical devices for the detection of clinical and environmental analytes, such as cancer biomarkers, endocrine disruptors, pesticides and other bioactive molecules.

The use of genetically engineered microbial cells (bacteria and yeast cells) will allow to obtain cellular biosensors capable of producing a bioluminescent signal proportional to the bioavailable concentration of an analyte, or a class of analytes rapidly and sensitively. Thanks to reporter gene technology, bioluminescent cell biosensors will be obtained using bacteria and yeast cell lines genetically engineered with the introduction of specific receptor expression vectors and regulatory/promoter genetic elements driving the expression of bioluminescent reporter proteins (e.g., luciferases emitting at different colors). 
TX-TL cell-free biosensors will be also developed to provide a GMOs-free alternative to whole-cell biosensors, with improved flexibility, stability and operational convenience of biosensors.  
The project also involves the integration and fabrication of prototypes of portable analytical devices, obtained through the use of 3D printing technology and using the into smartphone-integrated CMOS or CCD cameras as light detectors. 

ACTIVITY PLAN

New bioluminescent cell biosensors and cell-free biosensors will be developed and integrated into portable analytical devices. 
In particular, the following activities are planned:
- engineering different microbial cell lines (bacteria and yeast) with bioluminescent reporter genes with emission at different wavelengths;
- optimization and standardization of cell biosensors  and cell-free TX-TL biosensors;  
- development of low-cost portable analytical devices (prototypes) using 3D printing technology;
- Integration and optimization of the immobilization procedures of cellular bioluminescent biosensors and cell-free biosensors in portable devices (both cellular and purified protein-based biosensors) in portable detection systems (e.g. CCD and smartphones);
- assessment of analytical performance of the developed biosensors.
