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Rezumat

Teza de abilitare intitulata” Transport uni-molecular prin nanopori proteici utilizat
in recunoasterea, caracterizarea, secventierea si detectia moleculelor de interes biologic”
include unele dintre cele mai importante rezultate stiintifice publicate de autoare de la obtinerea
titlului de doctor in stiinte. Studiile prezentate Tn aceasta lucrare au pus in evidentd importanta
utilizarii porului proteic de alfa hemolizina (a-HL) in detectarea, caracterizarea secventierea si
recunoasterea moleculelor de interes fiziologic cum ar fi: antibiotice, acizi nucleici si peptide
mici. Teza se imparte in trei sectiuni. In prima sectiune se prezinta contributiile si rezultatele
stiintifice obtinute de autoare. A doua sectiune prezintda parcursul academic si profesional al
autoarei. lar a treia sectiune cuprinde bibliografia citata de-a lungul tezei.

Progresele inregistrate de-a lungul deceniilor in nanotehnologie, stiintele biomoleculare
si ingineria proteinelor au dus la introducerea unor tehnologii revolutionare dedicate intelegerii
modului In care se comportd materia la nivel de singura moleculd. Se poate spune ca una dintre
cele mai simple paradigme din punct de vedere conceptual este cea bazatd pe nanopori, cu
radacini profunde in ceea ce era cunoscut initial sub numele de contorul Coulter, tehnica
impulsurilor rezistive. Din punct de vedere istoric, un sistem de nanopori care cuprinde proteina
oligomerica a-hemolizina (a-HL) secretata de toxina Staphylococcus aureus a fost aplicat
pentru prima datd la detectarea polinucleotidelor, dupa cum au dezvéluit in 1996 John J.
Kasianowicz si colaboratorii. In prezent, o mare varietate de alti nanopori in stare solida sau pe
baza de proteine au apdrut ca instrumente eficiente pentru detectarea stocasticd a unor analiti
de dimensiuni mici, precum ionii metalici, manipularea moleculelor sau sondarea in timp real,
a reactiilor chimice la nivel de singurd molecula fard a fi marcate. Tn studiile realizate de noi,
am utilizat doar porul proteic de a-HL. Prin complexarea acestui por cu 0 moleculd monociclica
de y-ciclodextrind (y -CD) s-a obtinut un sistem cu ajutorul caruia s-a reusit recunoasterea si
caracterizarea a trei tipuri de antibiotice din familia B-lactamicelor nu numai pe baza
dimensiunii fizice a antibioticului, ci si a polaritatii medicamentului, care afecteazd in mod
critic capacitatea acestuia de a forma complecsi tranzitorii cu molecula CD prezenta intr-un
por proteic. Din datele experimentale obtinute s-a putut estima energia libera standard de legare
intre antibiotic si y-CD. Mai mult, masurarea eficientd a termodinamicii de legare a
interactiunilor dintre ciclodextrine (CD) si antibiotice ramane o provocare in domeniul chimiei-

fizice si al farmaceuticii. Investigatiile interactiunilor reversibile dependente de pH si de voltaj
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dintre ampicilina si y-CD, prin monitorizarea semnaturilor de curent ionic au aratat ca fortele
mortice electrice si electroosmotice modificad ratele reactiei reversibile ale interactiunii
ampicilinei cu y-CD, si de asemenea, produce modificari ale energiei libere. pH-ul neutru
faciliteaza aparitia complecsilor y-CD-ampicilind mai instabili, in comparatie cu complecsii y-
CD-ampicilina care se formeaza la pH acid. S-a presupus ca o sarcind electrica partiala
dependentd de pH pe molecula de ampicilind si selectivitatea anionica a complexului a-HL —
v-CD explica manifestarile intracavitare ale antibioticului in y-CD. Aceasta abordare poate
oferi alternative unice pentru caracterizarea interactiunilor CD — analiti, utile pentru formulele
farmaceutice si sistemele de eliberare prelungitd a medicamentelor.

Continuénd studiile cu nanoporul proteic de a-HL liber — fara adaptor molecular — s-a
observat cd, cdlcaiul lui Ahile al acestei abordari este timpul de rezidentd relativ scurt al
analitilor in interiorul nanoporului. Acest lucru impiedica colectarea de date suficiente necesare
pentru a desprinde concluzii semnificative din punct de vedere statistic cu privire la starea
fizica sau chimica a analitului studiat. Pentru a atenua acest aspect, S-au propus doua strategii
de franare a analitilor ce traverseaza porul proteic. Prima strategie exploateaza fluxul electro-
osmotic pentru a controla timpul de rezidenta, directia si secventa dinamicii spatio-temporale
a unei singure peptide de-a lungul nanoporului. Acest lucru a permis, de asemenea,
identificarea traiectoriei mezoscopice a unei peptide care iese din nanopor, fie prin vestibul, fie
prin lumen. A doua strategie are la baza principiile unei abordari denumite ,,nanopore
tweezing” — penseta cu nanopori — care permite cresterea simultana a ratei de captare si
scaderea simultana a ratei de evadare a unei peptide din a-HL, in functie de tensiunea aplicata.
In esenta sa, aceasti metoda necesitd crearea unui dipol electric pentru o peptida studiata, prin
intermediul unor reziduuri de aminoacizi pozitivi si negativi la cele doua capete ale peptidei.
Separarea reglabila a sarcinilor, realizata la ambele capete ale unei macromolecule, moduleaza
eficient dinamica captarii si a traficului de macromolecule prin porul de dimensiuni
nanometrice. Aplicatiile raportate ale acestei abordari sugereaza o solutie care sporeste
rezolutia temporald a detectiei nanoporilor si care dovedeste capacitatea sistemului de a
distinge intre grupuri de aminoacizi diferiti din polipeptidele studiate si propun o strategie
pentru a transpune astfel de senzori in dispozitive adecvate pentru secventierea polipeptidelor
la nivel unimolecular. De asemenea, utilizidnd nanopore tweezing si acizi petido nucleici (PNA

— analogi artificiali ai oligonucleotidelor, in care catena de zahar-fosfat a fost inlocuita cu o
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catend peptidica de tip N-(2-aminoetil)glicina.) functionalizati cu aminoacizi S-a reusit
detectarea bazelor distincte dintr-un PNA homopolimeric sau a unui grup de 3 baze dintr-un
PNA heteropolimeric, si s-au obtinut informatii despre dinamica conformationala a PNA-ului
prins in nanopor, relevante pentru perfectionarea capacitatii de recunoastere a bazelor azotate
prezente Tn acizii nucleici. Utilizind nanopore tweezing s-a estimat si energia de hibridizare
necesara unui duplex. Astfel, s-au utilizat acizii peptido nucleici care au fost functionalizati cu
catene polipeptidice cu sarcind pozitiva care in prezenta ADN-urilor complementare formeaza
duplecsi PNA-DNA. Sarcina opusa de la extremitatile duplexului PNA-DNA a facilitat ruperea
acestuia la aplicarea unei diferente de potential, urmata de translocarea monomerilor prin por.
Prin utilizarea unei descrieri cinetice in cadrul teoriei proceselor Markov discrete, s-a propus
un model cinetic minimalist pentru a calcula energia de separare a lanturilor din duplex indusa
de forta electrica. Tn continuare, au fost detectate selectiv siruri individuale de ssDNA in
vestibulul nanoporului proteic de a-hemolizina (a-HL). Mecanismul de detectie s-a bazat pe
determinarea modificarilor topologice intrinseci a moleculelor tinta de ssDNA dupa
hibridizarea cu fragmente complementare de PNA. Semnaturile de curent usor de distins ale
asocierii reversibile a duplecsilor PNA- DNA cu vestibulul a-HL, din punct de vedere al
amplitudinilor de blocare si al caracteristicilor cinetice, permit detectarea specifica a
hibridizarii acizilor nucleici.

Detectarea 1n timp real si usor de utilizat a acizilor nucleici este cruciala pentru multe
aplicatii, inclusiv pentru diagnosticul medical, screeningul genetic, stiinta criminalistica sau
monitorizarea aparitiei si progresului diferitelor boli. Tn acest context, autoarea a prezentat o
abordare exploratorie la nivel de singurd molecula pentru discriminarea multiplexa intre ADN-
uri monocatenare (ssDNA) de dimensiuni similare. Strategia de baza a combinat (i) o0 metoda
bazatd pe marcarea cu lanturi de arginind (poli-Arg) cu lungime variabild, atasate catenelor
PNA, care vor hibridiza cu regiuni selectate din tinte complementare de ssDNA (cDNA) in
solutie si (i1) formarea si detectarea ulterioara cu nanoporul a-hemolizina a duplecsilor (poli-
Arg)-PNA-cDNA. Am descoperit ca lantul poly-Arg, variabil in lungime, a marcat distinct
procesele moleculare asociate cu capturarea, prinderea si dehibridizarea duplecsilor mediate de
nanopor. Acest lucru a permis detectarea tintelor de ssDNA prin intermediul semnaturilor
specifice a evenimentelor de blocare a (poli-Arg)-PNA-cDNA. Prin modificarea tariei ionice

se observa ca si cinetica duplecsilor variaza astfel ca interactiunea dintre complecsi si nanopor
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este mai favorabila la o concentratie mai mare de sare. O altd observatie este ca, o concentratie
mai mica de sare duce la reducerea volumului efectiv al poli(Arg)-PNA libere crescand
mobilitatea electroforetica a acestora in timp ce traverseaza nanoporul. Un alt rezultat
interesant arata ca hibridizarea specifica a PNA-urilor care contin fractiuni cationice cu
SSDNA-uri complementare cu sarcina negativa la o concentratie de sare mica este impiedicata
Tn mod dramatic. S-a propus un scenariu in care ecranarea redusa a sarcinilor de catre contraioni
in electrolitii cu continut scazut de sare permite interactiuni electrostatice nespecifice cu catena
anionici a polinucleotidelor, ducand la aparitia complecsilor colapsati. In conditii
experimentale similare cu cele fiziologice au fost prezentate dovezi care sugereaza, n timp
real, formarea unor complecsi poli(Arg)-PNA-ADN prin intalnirea moleculelor in interiorul
vestibulului atunci cénd acestea intra in nanopor din directii opuse. Cu ajutorul unor
perfectionari ulterioare, metoda ar putea evolua intr-un instrument care sa permitd noi
chimici si mai complicati in interiorul nanovolumelor.

Datoritda nevoii stringente de a genera medicamente sau vaccinuri specifice pentru
COVID-19 si gestionarea focarului acestuia, cunostintele detaliate cu privire la intrarea SARS-
CoV-2 1n celulele gazda si metodele de detectare in timp util, ieftine si usor de utilizat sunt de
o importanta critica pentru limitarea epidemiei SARS-CoV-2. Desi legareca SARS-CoV-2 de
receptorii ACE2 este recunoscutd pe scard larga ca fiind principala etapa care mediaza
patogeneza COVID-19, totusi proteina S1 a SARS-CoV-2 in interactiunea cu membranele
lipidice si celule epiteliale pulmonare nu necesitd medierea receptorilor ci, declanseaza
formarea cailor de permeatie si trecerea ionilor prin acestea. Spre deosebire de sistemul
membrana lipidica suprasimplificatd folosit aici, celulele umane poseda o bogata diversitate
compozitionald si chimica a lipidelor membranare; totusi, in virtutea asimetriei lor si a
capacitatii demonstrate de a modula functia proteinelor, este posibil sa nu se excluda cai
suplimentare de infectare a virusului in mediu biologic. Tn timp ce ramificatiile fiziologice ale
descoperirilor noastre care dezvaluie activitatea asupra membranei lipidice a subunitatii libere
S1 a SARS-CoV-2 sunt incd discutabile pentru patogeneza SARS-CoV-2, subliniem faptul ca
o caracteristica speciald a monomerului S a SARS-CoV-2 este existenta unui nou loc de clivaj
a furinei Intre subunitatile S1 si S2, iar disocierea subunitatii S1 pregateste spikul pentru

infectie. Apoi, s-a demonstrat capacitatea unui nanopor proteic o-HL de a detecta reactiile
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imunologice dintre domeniul proteic RBD (receptor-binding domain) din subunitatea proteica
S1 a proteinei ‘spike’ a virusului SARS-CoV-2 si un anticorp specific, ceea ce poate fi util in
dezvoltarea unor noi tehnologii de diagnoza clinica a altor patogeni si pot oferi noi perspective
in Intelegerea patogeniei infectiei cu SARS-CoV-2, a tratamentului si a detectarii in timp real
a acesteia. Incurajati de rezultatele obtinute, am propus o metoda simpla si eficientd pentru a
detecta in mod specific si in timp real, subunitatea proteinei S1 a SARS-CoV-2 in solutie
apoasd si in prezenta moleculelor relevante din punct de vedere fiziologic. Utilizand atat
anticorpi monoclonali, cat si receptorul ACE2, ca substraturi de legare specifice, am crescut
capacitatea de detectare a S1. Metoda deschide perspectiva detectarii rapide si ieftine a altor
mutanti ai proteinei S1, anticorpi artificiali sau naturali in proba apoasa (de exemplu, IgG si
IgM), testarea eficacitdtii terapiei cu inhibitori peptidici pentru proteina S a SARS-CoV sau a
virusurilor nrudite sau folosirea cu costuri minime a unor echipamente alternative pentru
monitorizarea interactiunii antigenelor virale cu tinte proteice selectate, relevante pentru
descoperirea proteinelor terapeutice.

Tn cea de-a doua sectiune se descrie parcursul academic si profesional al autoarei,
aducand in discutie contributiile referitoare la activitatea de cercetare si cea didactica. Autoarea
este implicatd In indrumarea studentilor in calitate de coordonator al lucrarilor de licenta,
precum si ca membru in comisiile de Tndrumare ale doctoranzilor, folosindu-si capacitatea de
a gestiona cercetarea interdisciplinara ce implica fizica, chimia si biologia. De asemenea, fiind
coordonator sau persoana cheie a proiectelor de cerecetare, a implicat studentii doctoranzi in

realizarea obiectivelor propuse.



