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INTRODUCERE – Motivația și importanța studiului realizat 
 

Pentru a investiga cu acurateţe interacţiuni intermoleculare, primordiale pentru 
procesele biologice precum împachetarea/despachetarea proteinelor sau acizilor 
nucleici, replicarea ADN-ului şi transcrierea genetică a ARN-ului, interacţiuni dintre 
acizi nucleici şi proteine sau recunoaştere moleculară în general, au fost implementate 
tehnici de investigare la nivel de singură moleculă ca de exemplu penseta optică, penseta 
magnetică, spectroscopie de forţă atomică, fluorescenţa de transfer a energiei de 
rezonanţă (FRET) şi microscopia optică de super-rezoluţie.  

Una dintre aceste tehnici de investigare la nivel de singură moleculă este și 
tehnica electrofiziologică bazată pe utilizarea unui nanopor sintetic sau biologic, al cărei 
principiu simplu își are rădăcinile în metoda Coulter de detectare a impulsului rezistiv 
pentru numărarea și măsurarea dimensiunilor particulelor suspendate în electroliți. Pe 
scurt, tehnica electrofiziologică presupune aplicarea unei forțe electrice externe pentru 
a capta molecula de interes în interiorul nanoporului inserat într-o membrană lipidică 
artificială și pentru a descoperi proprietăți unice ale moleculei țintă (e.g. constantele 
ratelor de asociere/disociere, volumul ocupat, energii de hibridizare, etc.). Astfel, 
această tehnică s-a dovedit a fi o platformă extrem de utilă pentru detecția, identificarea 
și caracterizarea biofizică a unor molecule biologice (e.g. peptide, proteine) și pentru 
detecția și secvențierea ADN-ului, într-o manieră necostisitoare, rapidă și cu un raport 
semnal-zgomot îmbunătățit. 

Nanoporul proteic homo-heptameric, format de alfa-hemolizină (α-HL), o 
toxină secretată de patogenul Staphylococcus Aureus, este cel mai frecvent și mai ușor 
de folosit nanopor transmembranar în analiza stohastică la nivel de singură moleculă a 
diverșilor analiți moleculari. Caracteristicile sale geometrice bine cunoscute și descrise 
în amănunt în cadrul tezei, proprietățile sale fizico-chimice (i.e. structura, rezistența la 
temperaturi, stabilitate mecanică), dar și faptul că permite reproductibilitatea 
experimentală, fac din nanoporul α-HL un instrument versatil utilizat în diverse studii 
biofizice.  

Teza de doctorat intitulată ‘Detecția și analiza structurală cu nanopori, la 
nivel de singură moleculă, a unor biomolecule relevante funcțional’ este structurată 
în trei capitole principale. Primul capitol conține noțiuni teoretice introductive, după 
cum îi este și numele, care oferă o trecere în revistă a tehnicilor de investigare la nivel 
unimolecular actuale și a aplicațiilor lor în biofizica moleculară. De asemenea, include 
informații teoretice generale referitoare la principiul de detecție cu nanopori și tehnica 
NFS (‘Nanopore Force Spectroscopy’) de investigare a moleculelor cu ajutorul 
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nanoporilor, precum și o clasificare a tipurilor de nanopori ce pot fi utilizați, punând 
accent pe nanoporul biologic α-HL, ce stă la baza studiilor din cadrul tezei.  

Partea experimentală a tezei începe cu al II-lea capitol, unde sunt prezentate 
tehnicile și metodele utilizate pentru realizarea studiilor. Sunt incluse aici detalii despre 
dispozitivele experimentale și materialele implicate. 

Capitolul III. Rezultate experimentale și discuții cuprinde contribuțiile 
personale aduse în domeniul temei și arată utilitatea nanoporului proteic 
transmembranar α-HL ca biosenzor molecular, evidențiind patru direcții principale de 
cercetare, sumarizate în cele patru subcapitole: 

III. 1. Investigarea la nanoscală a unor dendrimeri PAMAM de generație 
mică. Având în vedere contribuțiile polimerilor dendrimerici în aplicațiile din domeniul 
biomedical (e.g. farmaceutică, imagistică medicală, terapie genică, terapia cancerului), 
cu rol în transportul unor molecule mici bioactive, studierea comportamentului acestor 
macromolecule nanometrice în spații restrânse (‘nanoconfinement’), cum este și cazul 
nanoporului de α-HL liber sau modificat cu un adaptor molecular, fiind de interes actual. 

III. 2. Studiul comparativ, la nivel de singură moleculă, al mecanismului de 
dehibridizare (‘unzip’) a duplecşilor ADN-PNA şi ADN-PNA conjugat cu o coadă de 
poliarginine. În acest studiu am utilizat acizi peptido nucleici (PNA), polimeri 
sintetizați artificial care au o structură similară ADN-ului și pot forma duplecși 
complementari cu acesta, ce s-au dovedit a fi promițători pentru aplicarea în 
diagnosticarea moleculară și terapia genică. Prin tehnica de investigare, la nivel de 
singură moleculă, bazată pe utilizarea unui nanopor, cum este și nanoporul proteic de 
α-HL și modularea unor forțe asupra moleculei (tehnica NFS), se poate desluşi procesul 
de desfacere a unor duplecşi moleculari în timp real. Astfel, s-a urmărit diferența dintre 
utilizarea unui complex ADN-PNA simplu și un complex ADN-PNA conjugat cu un 
lanț de arginine. Studiul ajută la o mai bună înțelegere a mecanismelor ce au loc în 
interiorul nanoporului și conduce spre eficientizarea tehnicilor de investigare bazate pe 
acizi peptido nucleici.  

III. 3. Studiul influenţei tăriei ionice asupra detecţiei moleculelor de ADN 
cu ajutorul tehnicii electrofiziologice la nivel de singură moleculă. După 
demonstrarea potențialului oferit de tehnica electrofiziologică la nivel de singură 
moleculă, cu ajutorul nanoporului proteic α-HL, în detecția secvențelor monocatenare 
de ADN, am urmărit modificările în parametrii acestui proces, induse de diferiți factori, 
precum alegerea moleculei de sondare (o secvență complementară de PNA, conjugată 
cu un lanț polipeptidic de diferite dimensiuni) sau tăria ionică a mediului, cu scopul 
optimizării acestei tehnici pentru detecția ADN-ului în condiții fiziologice.  
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III. 4. Detecția specifică a unor secvențe monocatenare de ADN cu ajutorul 
unui sistem bazat pe utilizarea nanoporului proteic și nanoparticule din aur. În 
contextul pandemic actual, cauzat de COVID-19, s-a văzut răspândirea rapidă a 
virusului extrem de contagios în societatea de azi și impactul socio-economic pe care o 
astfel de boală o poate avea la nivel global. Pentru identificarea timpurie a bolilor 
infecțioase cauzate de răspândirea agenților patogeni precum bacteriile sau virusurile, 
sunt necesare tehnici de detectare a acidului nucleic care sunt rapide, accesibile 
financiar și ușor de utilizat. Metodele utilizate în prezent pentru diagnosticul clinic al 
infecțiilor virale sau bacteriene, cum ar fi tehnica PCR, necesită infrastructură și 
materiale costisitoare, timpul necesar pentru obținerea rezultatelor este mare, iar 
protocoalele laborioase implică personal specializat. Pornind de la aceste premise, am 
propus o metodă bazată pe utilizarea biosenzorului α-HL care împreună cu 
nanoparticule din aur (AuNP) și secvențe de PNA formează un sistem pentru detecția 
selectivă a unor fragmente monocatenare scurte de ADN cu un grad ridicat de 
specificitate și sensibilitate. 

Teza de față se încheie cu concluziile generale reieșite din rezultatele obținute, 
bibliografia și anexa ce cuprinde contribuțiile știițifice din perioada anilor de doctorat. 
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CAPITOLUL I. Noțiuni teoretice introductive 

 
I. 1. Tehnici de investigare la nivel de singură moleculă utilizate în 
biofizica moleculară 
Procesele biologice ce stau la baza „vieții” depind de comportamentul 

moleculelor implicate în reacțiile ce au loc. Metodele convenționale utilizate în biofizică 
descriu modul de acționare al unor ansambluri mari de molecule, bazate pe prezumția 
că moleculele identice reacționează simultan, când de fapt acestea funcționează în mod 
stohastic. În acest mod, metodele de investigație tradiționale pot omite diferite detalii 
conformaționale și proprietăți ale moleculelor de interes. Dezvoltarea tehnicilor de 
studiu la nivel de singură moleculă a permis studiul individual al unei singure molecule 
dintr-o mulțime, la un moment dat, ceea ce a condus la creearea unei abordări mai 
specifice de determinare și descriere a moleculelor biologice. 

Tehnicile la nivel de singură moleculă prezintă cel puțin două avantaje de 
neînlocuit: (i) permit efectuarea de înregistrări în timp real, la nivel unimolecular și (ii) 
necesită o cantitate mică de probă. Prin monitorizarea în timp real a unei singure 
molecule se pot obține în mod direct traiectoriile de acțiune a moleculelor țintă, inclusiv 
detalii statice și structurale, chiar și în celule vii [1]. Spre deosebire de analiza 
tradițională a unor cantități mari, tehnicile la nivel de singură moleculă necesită un 
volum mic și o concentrație scăzută a probei, ceea ce este foarte important atunci când 
se lucrează cu materiale costisitoare [2]. 

În general, metodele la nivel de singură moleculă sunt împărțite în două 
categorii în funcție de modul de abordare: (i) cele care permit observarea moleculelor 
fără a induce perturbări din exterior asupra sistemului studiat, cum sunt metodele optice 
(e.g. FRET [3], FRAP [11], FLIP [3], PALM [4] și STORM [5]) și cele care studiază 
comportamentul molecular sub acțiunea unor forțe externe aplicate. Forțele fizice 
aplicate sunt de mai multe tipuri: mecanice (AFM [6]), optice (optical tweezers [7]), 
magnetice (magnetic tweezers [8]) sau electrice (Patch Clamp [9]) . 

Tehnicile electrofiziologice la nivel de singură moleculă bazate pe utilizarea 
nanoporilor ca biosenzori stohastici pentru detecția și identificarea unei game largi de 
molecule (ioni, peptide, proteine sau agenți patogeni) [10]–[15].  În plus, se poate 
realiza investigarea modului de împachetare/despachetare a proteinelor [16]–[19].  O 
altă aplicație posibilă cu ajutorul nanoporilor este detecția și investigarea acizilor 
nucleici (ADN, ARN, miARN), cea mai râvnită aplicație fiind secvențierea 
biopolimerilor [20]–[26]. De asemenea, spectroscopia de forță bazată pe nanopori 
constituie un alt exemplu de aplicație [27]–[29]. 
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I. 2. Caracteristici generale ale principiului de investigare la nivel de 
singură moleculă cu ajutorul nanoporilor 

 Principiul investigării la nivel de singură moleculă bazată pe utilizarea 
nanoporilor este reprezentat la modul general în Fig. I. 1. În această metodă, un por de 
dimensiuni nanoscopice se află în membrana ce desparte două recipiente umplute cu 
soluție electrofiziologică. Acesta permite mișcarea liberă a sarcinilor electrice din 
soluție la aplicarea unei diferențe de potențial de o parte și alta a membranei și se 
înregistrează un curent ionic constant în timp, I0, specific pentru porul deschis (Fig. I. 
1. a).  

 
Fig. I. 1: Reprezentarea schematică a principiului detecției la nivel de singură 
moleculă bazat pe utilizarea nanoporilor. Metoda constă în monitorizarea curentului 
ionic (I0) prin nanoporul inserat în membrană (a) și observarea modificărilor 
intensității curentului ionic (Ib) induse de interacțiunea moleculelor (M1/M2) cu 
nanoporul, în urma aplicării unei diferențe de potențial ΔV. Aceste evenimente de 
blocaj sunt caracterizate de parametrii specifici: τOFF, τON și ΔI. 
  

Captarea în nanopor a unei singure molecule duce la blocarea parțială a 
acestuia, înregistrându-se o scădere reversibilă a curentului ionic, Ib (Fig. I. 1. b). 
Această scădere se datorează dislocării unui volum de ioni din interiorul porului în 
prezența moleculei. Fiecare eveniment de blocaj reprezintă interacțiunea sau 
translocarea moleculei prin nanopor. 

Parametrii ce descriu interacțiunea moleculei cu nanoporul, observabili în Fig. 
I. 1. b, sunt: i) timpul mediu de rezidență al moleculei în interiorul porului, τOFF; ii) 
timpul mediu dintre două evenimente de blocaj, τON și iii) amplitudinea blocajului ΔI, 
calculată ca diferența între intensitatea curentului prin porul deschis (I0) și valoarea 
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curentului ionic din timpul blocajului (Ib): ΔI = Ib - I0. Analiza statistică a evenimentelor 
de blocaj specifice fiecărei molecule dezvăluie proprietăți chimice, modificări 
conformaționale sau alte caracteristici ale analiților investigați. 

Proprietățile fizice ale moleculelor studiate pot fi corelate cu amplitudinea 
blocajului curentului ionic prin nanopor, utilizând legea lui Ohm, bazată pe dislocarea 
unui volum de soluție electrolitică din por. Se obține astfel un model din care se poate 
determina volumul moleculei: 
 

 
𝛿𝛿 =

∆𝐼𝐼(𝑙𝑙𝑝𝑝 + 0.8𝑑𝑑𝑝𝑝)2

𝛾𝛾𝛾𝛾∆𝑉𝑉
 (I.8) 

 
I. 3. Descrierea stohastică a principiului de detecție cu nanopori 
Tehnicile electrofiziologice la nivel de “singură moleculă” permit înregistrarea 

fluctuaţiilor de curent electric printr-un singur por, astfel fiind posibilă obervarea 
vizuală a fenomenului de tranziţie dintre stările conductive diferite. Pentru a descrie 
comportamentul molecular al acestor pori este important de estimat numărul exact de 
stări prin care poate trece un canal ionic, de a determina ratele de tranziţie între aceste 
stări şi de a studia transportul moleculelor prin por.  
 Schema de reacţie următoare (Fig. I. 2), descrie cel mai simplu model cinetic 
în care un canal ionic face tranziţia doar între două stări moleculare, “deschis” (O = 
“open”), respectiv “închis” (C = “closed”), având parametrii descriptivi daţi de 
constantele de reacţie α şi β [34]. 

 
Fig. I. 2: Modelul cinetic de tranziție între două stări moleculare: deschis = O 
(‘open’), respectiv închis = C (‘closed’), descris de constantele de reacție α şi β, însoțit 
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de fluctuațiile curentului ionic mediat de canalul ionic. Parametrii τON și τOFF 

reprezintă intervalele de timp în care nanoporul se află în substarea O, respectiv C. 
  

Aceste procese reversibile sunt stochastice, astfel că intervalele de timp 
petrecute de nanopor în una din cele două stări (τON, τOFF) sunt mărimi aleatorii pentru 
care se poate determina funcţia de densitate de probabilitate (pdf). 
 Cunoscând aceste funcții de distribuție exponențială care descriu mărimile 
stochastice τon și τoff, putem afla cantitativ valoarea medie a acestora: 

 
𝜏𝜏𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂������ = � 𝑡𝑡(𝑝𝑝𝑑𝑑𝑝𝑝𝑐𝑐

∞

0

)𝑑𝑑𝑡𝑡 = � 𝑡𝑡(𝛽𝛽𝑒𝑒−𝛽𝛽𝛽𝛽)
∞

0

𝑑𝑑𝑡𝑡 =
1
𝛽𝛽

 (I.15) 

 
𝜏𝜏𝑂𝑂𝑂𝑂����� = � 𝑡𝑡(𝑝𝑝𝑑𝑑𝑝𝑝𝑜𝑜

∞

0

)𝑑𝑑𝑡𝑡 = � 𝑡𝑡(𝛼𝛼𝑒𝑒−𝛼𝛼𝛽𝛽)
∞

0

𝑑𝑑𝑡𝑡 =
1
𝛼𝛼

 
(I.16) 

 Utilizând tehnica de electrofiziologie la nivel de singură putem înregistra 
valori discrete ale intervalelor de timp cât nanoporul se află în una din stările conductive 
O (τON), respectiv C (τOFF). Din calculul mediilor aritmetice ale acestor valori 
înregistrate rezultă valori estimative ale mărimilor: 𝜏𝜏𝑂𝑂𝑂𝑂�����, respectiv 𝜏𝜏𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂������. Inversul acestor 
valori medii determină parametrii descriptivi ai reacției: α și β, unde α reprezintă 
constanta de asociere kON, iar β reprezintă constanta de disociere kOFF. Precizia acestor 
determinări este cu atât mai mare cu cât se vor înregistra mai multe valori ale acestor 
intervale de timp [34], [35]. 
 

I. 4. Elemente teoretice generale despre spectroscopia de forță bazată pe 
utilizarea nanoporilor 

 
Datorită descoperirilor și progreselor remarcabile din domeniul tehnicilor de 

investigare la nivel de singură moleculă este posibilă măsurarea în timp real a forțelor 
și tensiunilor dezvoltate în timpul unor procese biologice. Mai mult decât atât, 
exercitarea controlată a unor forțe externe asupra sistemului biologic și înregistrarea 
răspunsului dat de biomolecule, constituie un instrument pentru studiul proprietăților 
acestora, a interacțiunilor inter sau intra-moleculare, a structurii, precum și a funcțiilor 
biologice. 

În această tehnică la nivel unimolecular se exercită o forță locală, F, asupra 
biomoleculei care trece printr-un singur nanopor, generată de sarcina electrică efectivă, 
intrinsecă moleculei (Qef), fiind direct proporțională cu diferența de potențial aplicată 
(ΔV). 
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Dacă în timpul translocării prin nanopor, apare un obstacol din cauza 
constrângerilor geometrice, de exemplu secțiunea transversală a moleculei este mai 
mare decât diametrul porului, atunci va apărea o forță mecanică, egală și de sens opus, 
Fm. Astfel, are loc o forfecare localizată produsă de acțiunea celor două forțe asupra 
moleculei, ce destabilizează structura sau legăturile biomoleculare, ducând ulterior la o 
rupere sau tranziție moleculară, de exemplu disocierea dintre un ligand și receptorul 
său, despachetarea unei proteine sau desfacerea acizilor nucleici. 
 Metoda NFS se utilizează pentru investigarea cineticii procesului de desfacere 
a moleculelor de ADN, oferind informații despre energia liberă și constanta ratei de 
desfacere a acestora [37], [38], pentru a măsura constantele ratelor de asociere și 
disociere ale unui sistem biomolecular format între molecule de ADN și proteine [39] 
sau pentru studiul interacțiunilor dintre molecule mici bioactive și secvențe de ADN 
[40]. 
 

I. 5. Tipuri de nanopori 
 Tehnica de investigare la nivel de singură moleculă bazată pe nanopori implică 
utilizarea fie a unor pori proteici ce se formează în mod natural în membrana lipidică 
[41], fie a unor pori solizi fabricați în materiale sintetice (e. i. silicon [42], cuarț [43], 
metale [44], filme polimerice [45] sau materiale 2D precum grafenul [46]). Fiecare 
sistem prezintă avantaje specifice.  

Cei mai utilizați nanopori proteici în tehnologiile de singură moleculă, sunt 
împărțiți în două categorii, în funcție de structura transmembranară ce poate fi în formă 
de ‘β-barrel’, cum sunt MspA [51], [52], OmpG [53] și OmpF [54], [55], alfa-
hemolizina (α-HL) [20], [56] și aerolizina (AeL) [57]–[59] sau ‘α-helix’, din care fac 
parte toxinele formatoare de pori citolizina (ClyA) [60] și actinoporina FraC [61], 
precum și proteina motoare de împachetare al ADN-ului bacteriofagului Bacillus 
subtilis φ29 [62]. 

Nanoporii formați de canale ionice proteice sunt unici și versatili întrucât 
permit atașarea unui receptor în interiorul acestora, ce face posibilă recunoașterea 
specifică a moleculelor țintă studiate. Această funcționalitate crește selectivitatea 
porului. Mai mult decât atât, datorită dimensiunilor fixe ale porului, rezultatele studiilor 
bazate pe nanopori proteici sunt foarte reproductibile [64]. 
 

I. 6. Caracteristici structurale şi funcţionale ale porului proteic de α-
hemolizină 

 Proteina α-hemolizina (α-HL) se utilizează cu succes pentru înregistrările 
electrofiziologice la nivel de singură moleculă datorită proprietăţilor sale bine 
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cunoscute. α-HL este o toxină secretată de bacteria Gram-pozitivă Staphylococcus 
aureus [65]. Monomerul solubil în apă Error! Reference source not found.. a), este 
adsorbit la nivelul membranei lipidice unde oligomerizează cu alţi şase monomeri 
identici pentru a forma canale ionice heptamerice,  de dimensiuni nanoscopice, cu o 
lungime şi un diametru de aproximativ 10 nm [56]. 
 Geometria nanoporului prezintă o regiune transmembranară cu deschiderea 
“trans” spre interiorul celulei. Acestă structură de “β-barrel” are diametrul interior de 
2,6 nm şi lungimea de 5,2 nm. Regiunea extramembranară a proteinei, cu lungimea de 
7 nm, prezintă o nanocavitate mai largă numită vestibul, cu diametrul variabil între ~1,5 
nm şi 4,6 nm. Aceasta are o deschidere “cis” spre mediul extracelular, cu diametrul de 
2,6 nm. Cele două regiuni sunt conectate prin zona de constricţie, cu diametrul de 1,5 
nm, fiind cea mai îngustă parte a porului [56] (Fig. I. 3). 

 
Fig. I. 3: Componentele și caracteristicile geometrice (diametrul) nanoporului α-HL 
inserat într-un bistrat lipidic membranar. 
 Nanoporul proteic format de α-hemolizină se poate insera în diferite membrane 
lipidice, biologice sau sintetice, iar mecanismul de autoasamblare este spontan și nu 
necesită condiții ionice specifice [69]. Porul α-HL este stabil într-o serie de situații în 
condiții de pH și temperaturi diferite, iar canalul transmembranar este deschis în mod 
obișnuit [71]. 
 Toate aceste proprietăți fac ca nanoporul proteic format de α-hemolizină să fie 
potrivit pentru utilizarea sa în numeroase aplicații biotehnologice, precum cele 
menționate în subcapitolul I. 1. 
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CAPITOLUL II. Tehnici și metode utilizate în realizarea studiului 
 

II. 1. Tehnica de electrofiziologie utilizată pentru studiul la nivel de 
singură moleculă a unor molecule de interes biologic 

 
 Principala tehnică utilizată în cadrul acestei lucrări pentru detecția și 
investigarea la nivel uni-molecular a unor molecule de interes biologic este tehnica de 
electrofiziologie moleculară. Aceasta este bazată pe înregistrarea curentului ionic 
mediat de un singur canal ionic transmembranar format de proteina α-HL și analiza 
fluctuațiilor apărute în semnalul electric ca urmare a interacțiunilor moleculă – nanopor.  
 Dispozitivul experimental, necesar pentru implementarea acestei tehnici de 
studiu la nivel de singură moleculă, este ilustrat în Fig. II. 1. A).  

 
Fig. II. 1: A) Reprezentare schematizată a dispozitivului experimental implementat 
în tehnica de electrofiziologie moleculară la nivel de singură moleculă. B) Structura 
unei fosfolipide, a cărui caracter amfifatic stă la baza principiului de formare a 
bistraturilor.  
 
 Acesta prezintă mai multe componente constitutive. O cuvă, denumită ‘celula 
BLM’ (Bilayer Lipid Membrane) care este realizată din policarbonat, ce permite 
curățarea temeinică și decontaminarea între experimente. Celula BLM este 
compartimentată în două recipiente cu volumul ~ 1 ml fiecare, denotate de electrozii ce 
asigură conexiunile electrice din instalația experimentală astfel: ‘cis’, cu electrodul legat 
la masă, respectiv ‘trans’, electrodul de comandă. Acestea sunt despărțite de un film 
subțire de Teflon, în centrul căruia se află o apertură cu diametrul ~ 120 µm, la nivelul 
căreia se va forma o membrană lipidică artificială, ce va deservi ca suport pentru 
nanoporul proteic (Fig. II. 1. A), zoom in). Pentru a spori coeficientul de hidrofobicitate 
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al filmului de Teflon, cât și pentru a diminua deformările mecanice rezultate din 
generarea orificiului, acesta este pre-tratat pe fiecare latură cu o picătură de soluție 
hexadecan-pentan (10%, v/v), înainte de fiecare experiment. 
 Membrana lipidică artificială se realizează utilizând metoda Montal-Mueller 
[72], al cărei principiu de formare are la bază caracterul amfifatic al fosfolipidelor din 
care este alcătuit bistratul, fiind constituite dintr-un capăt polar hidrofil și două cozi 
hidrofobe (Fig. II. 1. B).  

După obținerea unui bistrat lipidic stabil, protocolul experimental se continuă 
prin adăugarea, în partea ‘cis’, a unui volum mic (~ 0,5 - 2 µl) din soluția monomerică 
de proteină α-HL (Sigma-Aldrich, Germania) de concentrație controlată, stocul fiind 
realizat în 0,5 M KCl. Inserția ulterioară în membrana lipidică și formarea unui singur 
nanopor proteic de α-HL este observată prin creșterea intensității curentului ionic 
transmembranar, ce apare ca urmare a aplicării unei diferențe de potențial. 

Moleculele de interes biologic studiate în cadrul acestei lucrări, detaliate în 
secțiunile următoare aferente studiului, au fost adăugate fie în partea ‘cis’, fie în partea 
‘trans’ a membranei și s-au monitorizat fluctuațiile curentului ionic apărute datorită 
interacțiunii analitului cu nanoporul de α-HL inserat în bistratul lipidic, în urma aplicării 
diferențelor de potențial de diferite valori.  

CAPITOLUL III. Rezultate experimentale și discuții 
 

III. 1. Investigarea la nanoscală a dendrimerilor PAMAM de generație 
mică  

 Necesitatea de a îmbunătăți eficacitatea medicamentelor utilizate pentru a trata 
o varietate de boli (infecții, cancere etc.) și de a facilita transportul moleculelor 
terapeutice către celulele țintă (peptide, anticorpi, ADN etc.) a condus la dezvoltarea 
unor sisteme de transport care să permită un control mai mare asupra concentrației 
substanței active eliberate și o localizare mai precisă a țintei acesteia, precum și 
limitarea nivelului de toxicitate la minimum.  

Unele dintre cele mai studiate macromolecule în acest sens, din ultimul timp, 
sunt dendrimerii. Dendrimerii sunt configurații nanopolimerice sintetice, cu o structură 
tridimensională globulară. Reacția de sinteză a acestor molecule permite crearea unei 
structuri ramificate cu plasarea precisă a unor grupări funcționale la capetele acestora. 
[74]  Polimerii dendrimerici fac parte dintr-o categorie relativ nouă de sisteme de 
transport a medicamentelor cu multiple aplicații în domeniul biomedical, iar una dintre 
contribuțiile majore ale acestor molecule vizează îmbunătățirea solubilității 
medicamentelor. [75] 
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 Scopul acestui studiu este investigarea la nanoscală a unor dendrimeri 
PAMAM de generație mică cu ajutorul unui nanopor proteic de α-HL. Mai mult decât 
atât, pentru a studia comportamentul dendrimerilor în spații mult mai mici, am propus 
utilizarea unui adaptor molecular (e.i., γ-ciclodextrina, notat γ – CD) care are rolul de a 
micșora diametrul nanoporului.  
 
III. 1. 1. Caracteristici structurale și funcționale ale dendrimerilor 
 
Structura generală, metode de sinteză și proprietăți fizico-chimice ale 
dendrimerilor 

Dendrimerii PAMAM sunt macromolecule sferice de dimensiuni nanometrice 
sintetizate în laborator [74] ce prezintă trei componente structurale (Fig. III. 1. 1): (1) 
un nucleu central multifuncțional compus o moleculă de etilendiamină; (2) structura 
dendritică internă formată din straturi concentrice ramificate constituite din unități 
chimice repetitive (amidoamine) și (3) grupări funcționale terminale (amine terțiare), 
aflate la suprafața exteriorară a structurii polimerilor. Aceste componente arhitecturale 
sunt foarte importante pentru stabilirea proprietăților macromoleculelor dendritice, 
inclusiv caracterul de monodispersitate, dimensiunile nanometrice, forma, masa molară 
și stabilitate. [76] 

 
Fig. III. 1. 1: Reprezentarea elementelor structurale ale unui dendrimer PAMAM 
ce conține un nucleu central de etilendiamină, care apoi se ramifică în amine terțiare, 
dând naștere unor generații superioare (G1, G2). La suprafața sa, molecula dendrimerică 
conține un anumit număr Z de grupări amino terminale.  
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Aplicații biotehnologice 
Dendrimerii sunt explorați pentru potențiale aplicații medicale, aceștia putând 

fi utilizați ca și sisteme de livrare versatile a unor molecule bioactive (medicamente, 
gene, agenți de contrast pentru imagistică ș.a.) datorită proprietăților unice precum 
structura ramificată, suprafața multifuncțională, dimensiunile reduse, un grad mare de 
solubilitate în apă, polivalența și masa moleculară precisă. Alte caracteristici ale 
dendrimerilor ce au fost luate în considerare pentru dezvoltarea aplicațiilor 
biotehnologice sunt: o mare capacitate de captare a medicamentelor, interacțiunea cu 
bistratul lipidic, potențial de livrare țintită, timpul de retenție în sânge, filtrare, 
internalizare intracelulară, biodistribuire și o bună stabilitate biologică.  

 
III. 1. 2. Investigarea unor dendrimeri PAMAM de generație mică în spații 
nanometrice  

În cadrul acestui studiu, în partea trans a cuvei experimentale, ce conține 
soluția electrofiziologică 2 M KCl menținută la pH = 7 cu soluție buffer 10 mM HEPES, 
am adăugat diferite concentrații (300-1200 µM) din soluția stoc de dendrimeri PAMAM 
G1 (20 mM), solubilizați în metanol. Aceste molecule prezintă la periferie opt grupări 
funcționale amino ce dau o sarcină electrică netă pozitiv, în soluție la pH neutru. 
Măsurătorile au fost efectuate prin aplicarea unor diferențe de potențial pozitive de o 
parte și cealaltă a membranei, ceea ce va determina transportul mediat electroforetic a 
dendrimerilor prin nanopori.  
 Investigarea moleculelor în spații nanometrice are o importanță deosebită 
pentru elucidarea mecanismelor de transport prin nanopori, întrucât prezintă mai multe 
constrângeri de natură fizică decât mișcarea în volumul soluției. Mai mult decât atât, 
diametrul și implicit conductanța porului α-HL poate fi modificată prin adăugarea unui 
adaptor molecular numit gama-ciclodextrină (γ-CD) ce blochează temporar nanoporul 
în zona de constricție, reducând totodată interacțiunile electrostatice dintre aminoacizii 
încărcați electric din această zonă și moleculele aflate în vecinătate. [10], [77] Structura 
moleculară și dimensiunile adaptorului molecular utilizat sunt expuse în Fig. III. 1. 2.  
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Fig. III. 1. 2: Structura moleculară si caracteristicile dimensionale ale adaptorului 
molecular gama ciclodextrina. 
 
III. 1. 3. Cinetica de interacțiune a dendrimerilor PAMAM G1 cu nanoporul de 
α-HL și un adaptor molecular γ-CD 

După adăugarea în regiunea trans a 30 µM γ-CD, se observă blocarea 
reversibilă a curentului ionic prin nanopor datorită captării adaptorului molecular în 
interiorul lumenului, formându-se astfel sistemul hibrid α-HL•γ-CD utilizat pentru 
investigarea dendrimerilor PAMAM G1 în diferite concentrații. 
 În urma acestor experimente se observă două tipuri de evenimente de blocaj 
distincte, cu amprentă specifică în curentul ionic înregistrat: i) blocaje cauzate de 
interacțiunea directă dintre dendrimerul PAMAM G1 și nanoporul liber de α-HL, 
caracterizate de timpul mediu de blocare τ#

OFF (Fig. III. 1. 3. I.) și ii) blocaje produse 
de interacțiunea dintre PAMAM G1 și porul hibrid α-HL•γ-CD, atunci când adaptorul 
molecular este imobilizat temporar în canalul proteic, caracterizate de timpul mediu de 
blocare τ*

OFF (Fig. III. 1. 3. II.). Intervalul de timp dintre două evenimente succesive 
este notat cu τ#

ON în primul caz, respectiv τ*
ON  în cel de-al doilea.  
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Fig. III. 1. 3: Înregistrări originale ale curentului ionic ce ilustrează exemple de 
evenimente de blocaj corespunzătoare interacțiunii reversibile a dendrimerilor 
PAMAM G1 (600 µM) cu nanoporul de α-HL (I), respectiv cu nanoporul hibrid α-HL•γ-
CD (II), la aplicarea unei diferenţe de potenţial pozitivă. 
 
 Din analiza statistică a parametrilor specifici celor două tipuri de evenimente 
de blocaj și utilizând relațiile definitorii (rateON = 1/τON și rateOFF = 1/τOFF) am calculat 
ratele de asociere (rateON

#, respectiv rateON
*) și disociere (rateOFF

#, respectiv rateOFF
*) 

corespunzătoare.  
Mai apoi, aceste rate de asociere și disociere au fost reprezentate în funcție de 

concentrația soluției de dendrimeri PAMAM G1 (Fig. III. 1. 4). Se observă că ratele de 
asociere depind direct proporțional de concentrație (Fig. III. 1. 4. a și c), frecvența 
evenimentelor de blocare atât a nanoporului de α-HL, cât și a nanoporului hibrid α-
HL•γ-CD, crescând odată cu creșterea concentrației de dendrimer PAMAM G1. Pe de 
altă parte, ratele de disociere nu depind de concentrație (Fig. III. 1. 4. b și d), valoarea 
acestora fiind aproximativ constantă.  
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Fig. III. 1. 4: Dependența de concentrația dendrimerilor a ratelor de asociere (a,c) și 
disociere (b,d) care caracterizează interacțiunea reversibilă dintre PAMAM G1 și porul 
de α-HL (sus), respectiv porul hibrid α-HL•γ-CD (jos), în urma aplicării diferenței de 
potențial pozitivă. 
 
 În ceea ce privește durata blocajelor, timpul de disociere τOFF

# scade cu 
creșterea diferenței de potențial aplicată pentru interacțiunea PAMAM G1 cu nanoporul 
de α-HL (Fig. III. 1. 5. a), respectiv timpul mediu τOFF

* crește cu ΔV pentru 
interacțiunea PAMAM G1 cu porul hibrid α-HL•γ-CD (Fig. III. 1. 5. b). Aceste 
rezultate indică faptul că dendrimerii PAMAM G1 translocă prin porul liber de α-HL 
din partea trans (unde au fost adăugați), în partea cis a sistemului experimental. Pe de 
altă parte, din cauza diametrului redus al nanoporului hibrid α-HL•γ-CD, PAMAM G1 
pătrunde până în lumenul α-HL blocându-l temporar, însă nu are capacitatea de a 
transloca de partea cealaltă a membranei lipidice, întorcându-se în partea trans.  
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Fig. III. 1. 5: Dependența de diferența de potențial aplicată a timpilor de disociere 
care caracterizează interacțiunea reversibilă dintre PAMAM G1 (600 µM) și porul de 
α-HL (a), respectiv porul hibrid α-HL•γ-CD (b). 
 
III. 1. 4. Determinări volumetrice ale PAMAM G1 în interiorul unor cavități 
nanometrice 
 
 O altă direcție de interes a acestui studiu a fost aflarea volumului pe care îl 
ocupă un singur dendrimer PAMAM G1 în interiorul nanoporului cu dimensiuni 
nanometrice.  
 Analizând evenimentele de blocaj specifice interacțiunii dendrimerilor 
PAMAM G1 cu γ-CD, observate în înregistrările electrofiziologice de curent ionic, am 
determinat volumul moleculelor. 

 Astfel, din determinările efectuate am obținut valoarea δ = 3.061 nm3 pentru 
volumul ocupat de PAMAM G1 în interiorul lumenului nanoporului α-HL. Această 
valoare ar  corespunde unei molecule dendrimerice deshidratate aflată în interiorul 
canalului, al cărei volum l-am calculat în aplicația de modelare moleculară HyperChem 
ce utilizează raza Van der Waals a atomilor constituenți (δw = 4.459 nm3).  
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Concluzii 
 

 În cadrul acestui studiu, am identificat trei tipuri distincte de blocaje ale 
nanoporului de α-HL utilizat: (i) dendrimerul PAMAM G1 în interiorul 
nanoporului proteic, (ii) adaptorul molecular în interiorul porului și (iii) 
dendrimerul în interiorul γ-CD. 

 Analiza statistică a interacțiunii dendrimerului PAMAM G1, fie cu nanoporul 
de α-HL sau cu γ-CD a arătat o cinetică mai rapidă pentru cel din urmă caz. De 
asemenea, am observat că dendrimerul PAMAM G1 translocă prin nanoporul 
de α-HL, însă atașarea unui adaptor molecular de γ-CD în interiorul porului nu 
permite trecerea dendrimerului.  

 De asemenea, am calculat volumul ocupat de dendrimer în interiorul γ-CD, al 
cărei valori este similară cu cea obținută în programul Hyperchem, pentru o 
moleculă deshidratată.  

 Elucidarea comportamentului dendrimerilor în fața unor constrângeri spațiale 
reprezintă un interes fundamental întrucât aceste molecule încărcate cu diverse 
substanțe bioactive sunt blocate sau trec frecvent prin canale biologice de 
dimensiuni nanometrice; scopul final fiind dezvoltarea unor aplicații 
biomedicale eficiente în transportul medicamentelor. 
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III. 2. Studiul comparativ, la nivel de singură moleculă, al mecanismului 
de hibridizare a duplecşilor ADN-PNA şi ADN-PNA conjugat cu o coadă 
de poliarginine 
În mod cronologic, proteina homo-heptamerică α-hemolizina (α-HL) a fost 

prima ca eficienţă în timp şi cu o abordare rentabilă, ce a făcut posibilă spectroscopia 
de forţă, la nivel de singură moleculă, bazată pe utilizarea unui nanopor proteic (tehnica 
NFS) [79]–[82]. Această tehnică cuprinde următorii paşi, reprezentați schematic în Fig. 
III. 2. 1: 1) un compus molecular încărcat electric, cum este si duplexul ADN-PNA, 
este dirijat electroforetic spre nanopor, prin interacţiuni cu diferenţa de potenţial electric 
aplicat de-a lungul nanoporului; 2) odată ce este capturată la gura nanoporului, molecula 
este mai departe atrasă în regiunea internă a porului; 3) întrucât diametrul moleculei 
este mai mare decât diametrul porului (la intrarea în por sau oriunde de-a lungul 
volumului intern), procesul de translocare va fi întrerupt; 4) în zona de contact dintre 
molecula blocată şi nanopor, forţa electroforetică aplicată pe moleculă duce la apariţia 
unei forţe mecanice orientată în sens opus, care, concomitent cu forţa electrică, poate 
duce la ruperea compusului molecular.  

 
Fig. III. 2. 1: Reprezentarea schematică a principiului tehnicii spectroscopia de forţă 
bazată pe un nanopor proteic α-HL inserat într-o membrană lipidică artificială. 

 
Parametrii ce descriu procesul  prezentat sunt: timpul mediu de blocare a 

vestibulului (𝜏𝜏𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑉𝑉), timpul mediu de blocare a lumenului (𝜏𝜏𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝐿𝐿), constanta de reacţie 
calculată ca fiind inversul timpului mediu de blocare (𝑘𝑘𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂 = 1/𝜏𝜏𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂𝑂), şi amplitudinea 
blocajului, ∆𝐼𝐼, calculată ca diferenţa dintre intensitatea curentului ionic înregistrat prin 
por atunci când este blocat şi intensitatea curentului ionic prin porul liber. 

Principala întrebare care se pune în această lucrare este: cât de relevantă pentru 
procesul de desfacere a unui complex ADN-PNA blocat în interiorul vestibulului 
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nanoporului de α-HL,  este prezenţa unui fragment de poliarginine ataşat de PNA, ce 
acţionează ca o proeminenţă situată în afara porului permiţând procesul în care ambele 
capete sunt trase simultan în direcţii opuse? Datele obţinute din studiile comparative 
demonstrează că nivelul curentului observat înainte, în timpul şi după procesul de 
desfacere atât a duplecşilor ADN-PNA simplu cât şi ADN-PNA conjugat cu 
poliarginine, a rămas similar, în timp ce cinetica desfacerii este diferită în mod 
remarcabil în cele două cazuri. De asemenea, am observat că mecansimul procesului de 
desfacere a duplexului precaptat în interiorul vestibulului nanoporului este distinct faţă 
de cazul în care procesul ar avea loc în apropierea intrării în β-barrel. 
 
III. 2. 1. Caracteristici structurale și funcționale ale acizilor peptido nucleici 
 

Acizii peptido nucleici (PNA – ‘peptide nucleic acid’) sunt molecule artificiale 
cu o structură similară moleculelor de ADN, a căror schelet format de grupări pentoză-
fosfat din catena polinucleotidică a fost înlocuit cu unități de N-(2-aminoetil)glicină 
unite prin legături peptidice, pe care sunt atașate nucleobazele (adenină, citozină, 
guanină sau timină). [113]–[116] Structura chimică a unei astfel de molecule este 
reprezentată în Fig. III. 2. 2.  

 
Fig. III. 2. 2: Structura chimică a unei molecule de PNA, neutră electric, formată din 
grupări N-(2-aminoetil)glicină, cu nuclobazele (B) atașate de acestea.  Prin convenție, 
capătul amino este notat cu N, iar capătul carboxil cu litera C. În partea dreaptă este 
reprezentată structura chimică a unei molecule de ADN pentru comparație. [117] 
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Moleculele de PNA sunt neutre din punct de vedere electric și sunt capabile să 

formeze duplecși de tipul B cu molecule de ADN, prin legături de hidrogen între 
nucleobazele complementare, după regulile convenționale Watson-Crick [118].  
 
Aplicații biotehnologice ale acizilor peptido-nucleici 

Datorită proprietăților fizico-chimice importante precum afinitate de 
hibridizare mai mare, stabilitate termică însemnată, rezistență la degradarea enzimatică, 
moleculele de PNA prezintă un mare interes și potențial pentru a fi utilizate în aplicații 
biotehnologice și biomedicale, ca de exemplu în diagnosticare moleculară și noi terapii 
țintite care vizează gena (aplicații antisens sau antigen, tratamente anti-cancer, terapia 
genică nonvirală). [119]–[121], [122], [123] De asemenea, pot fi utilizate în cercetare 
pentru o bună înțelegere a caracteristicilor structurale ce stau la baza proprietăților unice 
genetice ale ADN-ului, precum și ARN-ului. [37], [124]–[127], [29] 
 
III. 2. 2. Înregistrarea la nivel de singură moleculă a amprentei dată de 
interacţiunea duplecşilor ADN-PNA cu nanoporul de a-HL 
 

Pentru studiul comparativ al procesului de desfacere a duplexului ADN-PNA 
am utilizat un acid nucleic cu o secvenţă monocatenară alcătuită din 15 baze (cDNA) şi 
două secvenţe de acid peptido-nucleic diferite, complementare cu cDNA: una neutră 
din punct de vedere electric (BPNA) și una funcționalizată cu o polipeptidă de 10 
arginine, oferindu-i un caracter cationic. Secvența primară a polinucleotidelor utilizate 
este prezentată în Tabel III. 1.  
 
Tabel III. 1: Secvenţa primară a polinucleotidelor utilizate în cadrul 
experimentelor. Conform convenţiei, capătul N terminal al moleculei PNA este notat 
cu  5’. Adaptat din [128]. 

Polinucleotidă Secvenţa primară MW (g/mol) 
cDNA 3’ – CACTATATGCCACTA – 5’ 4499 
RPNA Ac-(R)10-5’ – GTGATATACGGTGAT – 3’ 5760.9 
BPNA 5’ – GTGATATACGGTGAT – 3’ 4156.9 

 
În experimentele control, moleculele cDNA adăugate la cis (0.5 µM), sunt 

transportate electroforetic şi conduse în interiorul nanoporului de α-HL prin aplicarea 
unei diferenţe de potenţial pozitivă, generându-se astfel fluctuații în semnalul electric 
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înregistrat, care reflectă transportul de la cis la trans al unei singure molecule cDNA ce 
intră în vestibulul nanoporului (substarea V) şi trece prin zona de constricţie în lumen 
(substarea L) înainte de a părăsi nanoporul în partea trans. (Fig. III. 2. 3. b).  

 
Fig. III. 2. 3: Reprezentarea schematică a interacţiunii moleculelor de cDNA cu 
nanoporul de a-HL. a) înregistrare reprezentativă a fluctuaţiilor curentului ionic ca 
rezultat al interacţiunii moleculelor de cDNA (0.5 μM), cu un singur por de α-HL, la 
aplicarea unei diferențe de potenţial. b) o moleculă de ADN este transportată 
electroforetic către nanoporul de α-HL deschis (O), este captată în vestibul (V) și trece 
înspre partea trans prin lumen (L). Cu tL se notează timpul de rezidenţă a cDNA în 
lumenul porului, înainte de translocare în partea trans. Adaptat din [128]. 
 

Amprenta în semnalul electric înregistrat, deși similară, dată de interacţiunea 
reversibilă a duplecşilor de cDNA-BPNA sau cDNA-RPNA cu un singur nanopor de a-
HL se deosebeşte de cea care rezultă din interacţiunea cDNA- α-HL, în ceea ce priveşte 
amplitudinea relativă a blocajelor şi este ilustrată în Fig. III. 2. 4. După hibridizarea 
moleculelor monocatenare de cDNA cu secvenţe complementare de BPNA sau RPNA 
adăugate în partea cis a membranei lipidice, pentru un raport molar 1:10 (cDNA:PNA), 
duplecşii formaţi sunt transportaţi la gura porului, la aplicarea unei diferenţe de potenţial 
pozitivă. Evenimentele caracteristice complexului reflectă două scenarii. În primul caz, 
complexul cDNA-BPNA (Fig. III. 2. 4. I, a) sau cDNA-RPNA (Fig. III. 2. 4. II, a) 
este captat în vestibulul nanoporului dar se întoarce în partea cis, sugerând evenimente 
de unzip nereuşite cu durata tV. În cel de-al doilea caz, complexul cDNA-BPNA (Fig. 
III. 2. 4. I, b) sau cDNA-RPNA (Fig. III. 2. 4. II, b) captat în vestibul începe procesul 
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de desfacere succesivă a legăturilor de hidrogen dintre nucleobaze până la desfacerea 
totală a acestora (proces de unzip reușit). În Fig. III. 2. 4,  tV→L reprezintă intervalul de 
timp necesar pentru ca un singur duplex captat să fie parţial desfăcut şi să permită 
moleculei de cDNA să pătrundă în lumenul nanoporului, unde va parcurge un interval 
de timp tL înainte de a ieşi în partea trans, moment în care duplexul cDNA-PNA va fi 
complet desfăcut.  

 
Fig. III. 2. 4: Reprezentarea evenimentelor de blocaj înregistrate ce reflectă 
interacţiunea complexului cDNA-BPNA (I) sau cDNA-RPNA (II) cu α-HL, la 
aplicarea unei diferenţe de potenţial pozitivă:  a) evenimente de unzip a duplexului 
nereuşite, b) evenimente de unzip reuşite, c) histograme de amplitudine a fluctuaţiilor 
de curent înregistrat. [128] 
 

Substarea ‘V’ este atribuită blocajului dat de duplexul DNA-PNA (diametrul 
de ~ 2.3 nm [130]) ce ocupă vestibulul nanoporului. Din considerente geometrice, 
oricare dintre cele două tipuri de duplex este exclus de la trecerea prin regiunea de 
constricţie a nanoporului către lumen. Descreşterea abruptă a conductanţei electrice care 
se observă într-un spike la finalul amprentei, substare notată cu ‘L’ (Fig. III. 2. 4), 
corespunde moleculei de cDNA ce este desfăcută de duplex şi transportată electroforetic 
prin lumenul nanoporului.  

 
III. 2. 3. Cinetica interacţiunii duplexului cDNA-PNA cu nanoporul de α-HL 
  

Duplexul cDNA-PNA se dehibridizează în interiorul porului conform unui 
model cinetic predominant și a fost sugerată o schemă bazată pe o reacție cu mai multe 
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stări separate, în care tranzițiile sunt reprezentate de constante de reacție pentru a 
înțelege acest model. 

În cadrul descrierii Markoviene, înlănţuirea evenimentelor cinetice sugerate în 
Fig. III. 2. 5. c, este corespunzătoare modelului prezentat în Fig. III. 2. 5. d.  

 
Fig. III. 2. 5: Reprezentarea schematică a modelului cinetic de interacţiune a 
duplexului cDNA-PNA cu nanoporul de α-HL. [128] 

În această schemă, kOV şi kVO sunt constantele de reacţie de asociere și, 
respectiv, disociere, corespunzătoare captării reversibile a duplexului în interiorul 
vestibulului nanoporului, fără desfacerea acestuia; kVL este constanta de reacţie ce 
caracterizează pătrunderea ireversibilă în lumenul nanoporului a unei molecule cDNA 
parţial desfăcută de duplex, kLU reprezintă constanta de reacţie ce descrie desfacerea 
completă a cDNA, ce are loc în interiorul lumenului, kUO descrie cinetica de disociere 
de către nanopor și trecere  în partea trans prin lumen a moleculei cDNA complet 
desfăcută.  

Expresia ce descrie media timpilor tL (timpul în care sistemul se află în 
substările L şi U înainte de ieşirea în substarea O) este:  

 
 𝑡𝑡�̅�𝐿 =

1
𝑘𝑘𝐿𝐿𝐿𝐿

+
1
𝑘𝑘𝐿𝐿𝑂𝑂

 (III.8) 

 
Ceea ce am observat este că translocarea electroforetică a unei molecule de 

cDNA liberă (caracterizată de constanta de reacţie kUO) este mai rapidă decât desfacerea 
moleculei din duplex (caracterizată de constanta de reacţie kLU), prin urmare, valoarea 
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medie a timpilor tL măsuraţi din înregistrările prezentate în Fig. III. 2. 4 este dată de 
cinetica de desfacere a moleculei cDNA şi nu de translocarea acesteia ( 𝑡𝑡𝐿𝐿� ≈ 1

𝑘𝑘𝐿𝐿𝐿𝐿
). 

Cunoscând valorile medii ale timpilor tL calculate pentru duplecşii cDNA-RPNA şi 
cDNA-BPNA și valoarea constantei de reacţie kUO estimată din analiza statistică a 
timpului mediu de rezidenţă în lumenul nanoporului a unei molecule cDNA liberă, 
înregistrat la diferite diferenţe de potenţial, se poate face o comparaţie calitativă între 
constantele de reacţie (kLU) ce descriu desfacerea completă fie a duplecşilor cDNA-
BPNA, fie cDNA-RPNA, la diferite potenţiale. În Fig. III. 2. 6. a)  Se observă că 
constanta de reacţie kLU este mai mare pentru desfacerea duplexului cDNA-RPNA (♦), 
comparativ cu cea pentru duplexul cDNA-BPNA (■).  

 
Fig. III. 2. 6: a) Variaţia constantei de reacţie kLU ce descrie desfacerea completă a 
duplexului cDNA-PNA, în funcţie de diferenţa de potenţial aplicată; b) reprezentarea 
schematică a influenţei cozii de arginine ataşată moleculei PNA, asupra energiei 
liberă de desfacere a duplexului. 

Prezenţa cozii de arginine în cazul duplexului cDNA-RPNA asigură existența 
celor două forţe orientate în sens opus ce acţionează asupra duplexului (forța 
electroforetică, �⃗�𝐹𝑒𝑒𝑒𝑒𝑝𝑝− , resimţită de molecula cDNA, respectiv forța electrică de la gura 
porului, �⃗�𝐹𝑒𝑒𝑒𝑒+, resimţită de molecula RPNA) datorită diferenţei de potenţial aplicată. 
Datorită acestui fenomen, energia liberă de desfacere a duplexului cDNA-RPNA (ΔG♦) 
este mai redusă decât în cazul duplexului cDNA-BPNA (ΔG■).   
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Concluzii 
 

 Experimentele de electrofiziologie au permis studiul comparativ, la nivel de singură 
moleculă, a mecanismelor de desfacere a duplexului ADN-PNA, cu și fără prezenţa 
cozii de arginine ataşată moleculei PNA, în interiorul porului proteic α-HL. 

 Interpretarea fluctuaţiilor de curent ionic asociate interacţiunii specifică duplexului 
ADN-PNA arată că procesul de desfacere începe în vestibulul nanoporului, dar 
continuă cu pătrunderea în lumen a moleculei cDNA şi cu translocarea ulterioară a 
acesteia. 

 Prezenţa în apropierea vestibulului a cozii de poliarginine ataşată moleculei de 
PNA facilitează procesul de desfacere a duplexului ADN-PNA. Studiul oferă o 
bună înţelegere și o optimizare a mecanismului de desfacere a duplexului blocat în 
vestibul, în faţa zonei de constricţie, sub acţiunea forţelor electroforetice care 
acționează asupra ambelor capete ale duplexului.  

 Cunoaşterea noilor aspecte permit dezvoltarea unor tehnici mai eficiente, fără 
marcatori şi cu minimul necesar de materiale, pentru investigarea unor procese 
precum disocierea şi stabilitatea complecşilor de acizi nucleici.   
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III. 3. Studiul influenţei tăriei ionice asupra interacțiunii moleculelor de 
ADN și PNA cu ajutorul tehnicii electrofiziologice la nivel de singură 
moleculă 
 
Această temă de cercetare presupune studiul comparativ la nivel unimolecular 

al detecției unor secvenţe monocatenare scurte de ADN (ssDNA), cu ajutorul unor 
secvențe complementare de PNA conjugate cu un lanț de poliarginine (poly(Arg)-
PNA), utilizând tehnica de electrofiziologie moleculară bazată pe nanoporul proteic de 
α-hemolizină, în condiții de tării ionice diferite.  

Acest studiu urmăreşte determinarea factorilor și a modului de influență a 
acestora asupra detecției moleculelor de ADN cu scopul de înțelege interconexiunea 
dintre interacțiunile electrostatice nespecifice și legăturile de hidrogen, precum şi 
optimizarea acestei tehnici pentru detecţia ADN-ului. 

În cadrul acestei lucrări s-au realizat seturi diferite de experimente, în care s-a 
utilizat soluție electrofiziologică de diferite concentrații: 0.5 M, 1M sau 3 M KCl, 
menținută la pH cu valoarea apropiată de cea fiziologică (pH ~ 7.1) cu soluție buffer 10 
mM HEPES. Secvențele de PNA utilizate în acest studiu sunt conjugate cu un lanț 
polipeptidic de diferite lungimi, ce conțin 9 sau 13 arginine, denumite (Arg)9-PNA, 
respectiv (Arg)13-PNA. Pentru a investiga hibdridizarea duplecșilor cu ADN-ul țintă, s-
au utilizat secvențe specifice de ssDNA cu o porțiune complementară secvenței de PNA. 
Secvența primară ale acestor polinucleotide este afișată în Tabel III. 2.  

 
Tabel III. 2: Secvența polinucleotidelor utilizate în acest studiu și masa moleculară a 
acestora. Segmentul subliniat din secvența ssDNA reprezintă porțiunea complementară 
fragmentelor de PNA. Adaptat din [233]. 

 Polinucleotidă Secvenţa primară MW 
(g/mol) 

Poly(Arg)-
PNA 

[N→C] 

(Arg)9-PNA CTTTTGGTGT-Arg9 4145.3 
(Arg)13-PNA GTTTGTTCTG-Arg13 4770 

ssDNA  
[5’→3’] 

cDNA((Arg)9-
PNA) 

ACACCAAAAGATCACATTGG 6104 

cDNA((Arg)13-
PNA) 

CAGAACAAACCCAAGGAAAT 6122 
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III. 3. 1. Efectele concentrației de sare asupra interacțiunii moleculelor de 
poly(Arg)-PNA cu nanoporul 
 

În prima etapă, în regiunea trans a cuvei experimentale s-au adăugat secvențe 
de poly(Arg)-PNA în concentrație 4 µM. Cu ajutorul celor doi electrozi imersați în 
soluția electrolitică din cele două regiuni ale cuvei BLM, s-au înregistrat fluctuațiile 
curentului ionic datorate interacțiunii moleculelor cu nanoporul de α-HL, în urma 
aplicării unei diferențe de potențial pozitivă.  

 În Fig. III. 3. 1 sunt ilustrate o selecție de înregistrări reprezentative pentru 
fiecare set de experimente, ce ilustrează interacțiunea secvențelor (Arg)9-PNA (Fig. III. 
3. 1, a-c), respectiv (Arg)13-PNA (Fig. III. 3. 1, d-f), cu nanoporul α-HL, în funcție de 
concentrația de sare utilizată. În histogramele alăturate se poate observa curentul ionic 
prin nanoporul liber, înfățișat prin substarea ‘O’, iar substarea ‘B’ constituită din două 
niveluri (vizibile mai bine în Fig. III. 3. 1, b-e) sugerează blocarea curentului ionic 
indusă de prezența fragmentului PNA neutru, precum și a cozii cationice de arginine în 
interiorul nanoporului. 

 

Fig. III. 3. 1: Înregistrări reprezentative pentru interacțiunea reversibilă a poly(Arg)-
PNA, utilizând tehnica de electrofiziologie, în condiții de tărie ionică diferite: 3M, 1M 
și 0.5 M KCl. Adaptat din [233]. 
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În continuare, am realizat analiza statistică a valorilor determinate pentru 
parametrii caracteristici interacțiunii moleculelor poly(Arg)-PNA cu lumenul 
nanoporului de α-HL. 

 
Modificări conformaționale ale poly(Arg)-PNA induse de concentrația de sare 

Pentru a determina însemnătatea modificărilor conformaționale induse de tăria 
ionică asupra secvențelor de poly(Arg)-PNA, se măsoară volumul dislocuit din nanopor 
în prezența moleculelor și efectele concentrației de sare asupra valorilor.   

Conform modelului expus în subcapitolul I.2, un analit captat în interiorul unui 
nanopor determină o reducere a curentului ionic prin nanopor direct proporțională cu 
volumul de electrolit dislocuit. Din acest formalism simplificat se poate deduce că o 
moleculă cu dimensiuni mai mari va dislocui un volum mai mare de soluție electrolitică 
din interiorul nanoporului, ceea ce rezultă într-un blocaj mărit (ΔIblock mai mare). De 
asemenea, amplitudinea relativă a blocajelor (ΔIblock/I0) rămâne constantă atunci când 
variază potențialul. 

În Fig. III. 3. 2 este ilustrată analiza amplitudinii relative a blocajelor de curent 
ionic prin nanoporul de α-HL generate de prezența moleculelor (Arg)9-PNA (Fig. III. 
3. 2. a), respectiv (Arg)13-PNA (Fig. III. 3. 2. b), în timpul translocării prin acesta. Pe 
baza datelor obținute, se poate observa că în soluția electrolitică ce conține 3 M KCl 
blocajul produs de secvența mai scurtă, (Arg)9-PNA, are o valoare ușor mai mică, în 
comparație cu  (Arg)13-PNA. Indiferent de concentrația de sare, valorile blocajului 
relativ sunt invariabile la schimbarea potențialului, acest rezultat indicând că în 
interiorul nanoporului conformația secvențelor poly(Arg)-PNA este neafectată de 
diferența de potențial aplicată.  

 
Fig. III. 3. 2: Variația blocajului relativ de curent (ΔIblock/I0) pentru (Arg)9-PNA (a) 
și (Arg)13-PNA (b) în funcție de diferența de potențial aplicată, la diferite concentrații 
de sare utilizată (3 M , 1M, respectiv 0.5 M KCl). [233] 
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 De remarcat faptul că rezultatele arată că volumele dislocuite de moleculele 
(Arg)9-PNA și (Arg)13-PNA captate în nanopor, care sunt în strânsă legătură cu valorile 
amplitudinilor relative a blocajelor, descresc atunci când concentrația de sare este 
redusă. Ca o completare adusă concluziilor obținute din analiza cinetică realizată mai 
sus, acest volum dislocuit redus este atribuit în primul rând conformației mai extinse a 
lanțului de poliarginine la o tărie ionică mică, rezultată din interacțiunile repulsive dintre 
aminoacizi intensificate. 

III. 3. 2. Efectele concentrației de sare asupra interacțiunii duplecșilor poly(Arg)-
PNA-DNA cu nanoporul 
 
 În cele ce urmează, am investigat la nivel de singură moleculă predispoziția 
formării duplecșilor dintre molecule poly(Arg)-PNA și secvențe monocatenare de 
ADN, în funcție de tăria ionică a electrolitului utilizat. Pentru această etapă, în regiunea 
trans ce conține poly(Arg)-PNA (4 µM) se adaugă 8 µM ssDNA a căror structură 
conține o regiune complementară cu fragmentul de PNA (Tabel III. 2). Astfel, prin 
procesul de hibridizare se vor forma complecși moleculari cu o structură de macrodipol, 
divizată în secțiuni separate: un domeniu complementar și două capete cu sarcini 
electrice diferite ce provin de la aminoacizii (Arg) din PNA, pe de-o parte și de la 
porțiunea rămasă nehibridizată din secvența ssDNA țintă, pe de-altă parte. Având 
ambele capete de tipul unei structuri monocatenare, captarea duplexului în interiorul 
lumenului se consideră a fi facilitată. 
 În acest studiu, plecăm de la presupunerea că o soluție electrolitică cu tărie 
ionică mică ar avea un impact negativ asupra stării de hibridizare între perechele de 
nucleobaze ale duplecșilor, drept urmare, aceste structuri devin nefavorabile. Mai mult 
decât atât, este știut că are loc crearea unor complecși poly(Arg)-DNA cu structură 
destabilizată (‘colapsați’), datorită densității de sarcină efectivă crescută, cauzată de 
scăderea ecranizării mediată de electrolit și intensificarea rezultată a atracției 
electrostatice nespecifice dintre catena de ssDNA și lanțul de poliarginine. [240]  
 Rezultatele experimentale prezentate în Fig. III. 3. 3 demonstrează viabilitatea 
utilizării înregistrilor electrice realizate cu ajutorul unui nanopor pentru a urmări 
formarea duplecșilor (Arg)9-PNA-DNA (Fig. III. 3. 3, a-c) și (Arg)13-PNA-DNA (Fig. 
III. 3. 3, d-f), dependentă de tăria ionică a mediului. 
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Fig. III. 3. 3: Înregistrări reprezentative pentru detecția duplecșilor poly(Arg)-PNA-
DNA, utilizând tehnica de electrofiziologie, în condiții de tărie ionică diferite: 3M, 
1M și 0.5 M KCl. [233] 

 La aplicarea unei diferențe de potențial pozitive, moleculele cationice 
poly(Arg)-PNA nehibridizate și complecșii poly(Arg)-PNA-DNA  cu structură de 
macrodipol vor fi transportate la gura nanoporului, datorită interacțiunilor 
electroforetice, respectiv dielectroforetice [241]. Cele două tipuri de structuri 
moleculare produc semnale caracteristice diferite atunci când interacționează cu 
nanoporul, datorită încărcării electrice și volumelor distincte; aceste substări de blocaj 
sunt notate aici ‘B’, caracteristice pentru poly(Arg)-PNA, respectiv ‘Bd’ pentru 
poly(Arg)-PNA-DNA (Fig. III. 3. 3). Întrucât complecșii poly(Arg)-PNA-DNA 
formați prin interacțiune electrostatică dețin o sarcină electrică netă negativă, este 
probabil ca aceștia să nu fie captați la gura nanoporului (trans), încărcată electric 
negativ.  

Modul de interacțiune al moleculelor cu nanoporul, în soluții electrolitice cu 
tării ionice diferite, este reprodus schematic în Fig. III. 3. 4. 
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Fig. III. 3. 4: Interacțiunea duplecșilor poly(Arg)-PNA-DNA cu nanoporul, în soluții 
electrolitice cu tărie ionică mare (a), respectiv mică (b). [233] 

  
 Absența evenimentelor de blocaj caracteristice captării duplexului la intrarea 
în nanopor, indicate de substarea ‘Bd’ (Fig. III. 3. 3, a-b), sugerează faptul că, în soluție 
salină (KCl) de concentrație 0.5 M, captarea și/sau formarea duplecșilor (Arg)9-PNA-
DNA au contenit (Fig. III. 3. 3, c). Totodată, captarea duplecșilor (Arg)13-PNA-DNA 
este discernabilă la toate concentrațiile de sare investigate (Fig. III. 3. 3, d-f).  
 Rezultatele noastre demonstrează capacitatea tehnicii la nivel de singură 
moleculă de a identifica tendința de împerechere a nucleobazelor și separarea de fază a 
mixturii de oligonucleotide complementare, procese ce sunt mediate electrostatic și 
dependente de tăria ionică a mediului. 
 
 III. 3. 3. Monitorizarea la nivel de singură moleculă a formării 
complecșilor poly(Arg)-PNA-DNA nespecifici 
 
 În continuare, am folosit o nouă abordare experimentală pentru a încerca 
vizualizarea în timp real, la nivel de singură moleculă, a formării complecșilor 
poly(Arg)-PNA-DNA în condiții de sare cu tărie ionică scăzută. Acest lucru a fost făcut 
pentru a întări constatările referitoare la existența unor stări moleculare distincte 
asociate complecșilor în soluții cu concetrație mare de sare (formați prin hibridizare) și, 
respectiv, cu concentrație scăzută (nespecifici, a căror formare este determinată de forțe 
electrostatice). Strategia următoare se bazează pe utilizarea nanoporului α-HL ca 
nanoreactor pentru a investiga reacțiile chimice dintre reactanți separați spațial. [242] 
 În cadrul acestor experimente am utilizat secvențe de (Arg)9-PNA și secvențe 
complementare de ssDNA (cDNA((Arg)9-PNA)), adăugate separat în cele două 
compartimente ale cuvei BLM. Am presupus că atunci când moleculele (Arg)9-PNA 
sunt adăugate de partea trans, respectiv cele de cDNA((Arg)9-PNA) de partea cis a unui 
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singur nanopor inserat într-o membrană, la aplicarea unei diferențe de potențial pozitive 
în raport cu electrodul legat la masă, captarea acestora s-ar petrece în timpul aceluiași 
experiment, datorită electricității opuse a structurilor (Fig. III. 3. 5). Prin urmare, 
emitem ipoteza, pe baza statisticilor și probabilităților, că în aceste circumstanțe 
nanoporul ar putea în cele din urmă să capteze concomitent atât fragmente individuale 
de poly(Arg)-PNA, cât și ssDNA. În acest caz, propunem că dacă asupra ambelor 
molecule capturate în interiorul nanoporului, acționează forțe destul de puternice, pe 
măsură ce se deplasează în direcții opuse și se întâlnesc în vestibul, atunci se va forma 
un complex ce va determina apariția unui blocaj distinctiv în curentul ionic înregistrat. 
 Rezultatele experimentale obținute confirmă scenariul menționat. Într-o 
soluțtie electrolitică KCl de concentrație 3 M, secvențele cDNA((Arg)9-PNA) adăugate 
la cis și cele de (Arg)9-PNA adăugate la trans interacționează independent cu nanoporul, 
având fiecare o amprentă caracteristică în semnalul ionic înregistrat, așa cum se indică 
în Fig. III. 3. 5, I. a-d. Evenimentele de blocaj specifice sunt notate cu IcDNA(v), IcDNA(l), 
respectiv I(Arg)9-PNA. Existența unui duplex în interiorul nanoporului, format în urma 
captării simultane a unor astfel de fragmente moleculare, este de scurtă durată, în pofida 
complementarității bazelor de pe cele două secvențe. Complexul probabil că este 
instabil din cauza forțelor electrice existente experimentate în interiorul nanoporului, 
iar evenimentul de blocare nu este detectabil la rezoluția dispozitivului experimental. 

 

Fig. III. 3. 5: Înregistrări electrofiziologice reprezentative pentru a pune în evidență 
producerea complecșilor poly(Arg)-PNA-DNA colapsați, cauzată de concentrația 
scăzută de sare. [233] 
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 Pe de altă parte, în experimentele realizate în aceleași condiții (cDNA((Arg)9-
PNA) adăugat în regiunea cis, iar (Arg)9-PNA adăugat ulterior în trans ), dar într-o 
soluție cu concentrația de sare mai mică (0.5 M KCl), s-a observat un tip nou de 
evenimente de blocare, ilustrat în Fig. III. 3. 5. II). După cum se poate remarca, aceste 
evenimente încep cu un blocaj mai mare (Icollapsed), și se continuă cu două substări 
consecutive diferite (I* și I#). Pentru a efectua o comparație precisă, am analizat 
evenimentele de blocare date de interacțiunea cu nanoporul a secvențelor cDNA((Arg)9-
PNA) adăugate în cis (Fig. III. 3. 5. II. a), precum și cele apărute după adiția în trans a 
fragmentelor (Arg)9-PNA (Fig. III. 3. 5. II. b).  

Captarea concomitentă a moleculelor de cDNA((Arg)9-PNA) și (Arg)9-PNA 
în condiții de sare cu tărie ionică mică poate duce în cele din urmă la evenimente de 
coliziune în vestibulul nanoporului. Reprezentarea schematică a procesului este redată 
în Fig. III. 3. 5. II. c. Acțiunea forței electrice, în sens opus complexului, va contribui 
la disocierea acestuia. Compușii vor fi eliberați, fragmentul (Arg)9-PNA în partea cis, 
iar catena de ssDNA va transloca prin vestibulul și lumenul nanoporului în partea trans. 
Se presupune că substările ‘*’, respectiv ‘#’ evidențiază această translocare, fiind 
confirmat de valorile apropiate ale blocajelor relative (ΔIcDNA(v)/I0 ~ ΔI*/I0 și  ΔIcDNA(l)/I0 

~ ΔI#/I0). 
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Concluzii 

 Experimentele de electrofiziologie au permis studiul, la nivel de singură moleculă, 
a influenţei tăriei ionice asupra interacțiunii secvenţelor scurte de ssDNA și 
fragmente de PNA funcționalizate cu un lanț de arginine (poly(Arg)-PNA), cu 
ajutorul nanoporului proteic α-HL.  

 Am identificat amprenta specifică interacţiunii moleculelor cationice de poly(Arg)-
PNA cu nanoporul, precum și a complecșilor poly(Arg)-PNA-DNA în medii cu 
tării ionice diferite, prin observarea tipurilor de evenimente care dezvăluie etapele 
procesului de dehibridizare în detaliu.  

 Concentrația soluției electrofiziologice utilizată influențează conformația 
fragmentelor de PNA, fiind vizibilă o descreștere a ariei transversale, 
corespondentă extinderii sale, la o tărie ionică mică. De asemenea, am observat 
realizarea unor legături electrostatice nespecifice între poly(Arg)-PNA și 
secvențele țintă de ssDNA, care ajung predominante la 0.5 M KCl.  

 Nu în ultimul rând, am vizualizat la nivel de singură moleculă obținerea reversibilă 
a complecșilor poly(Arg)-PNA-DNA ‘colapsați’, determinați de forțe 
electrostatice, în timp ce secvențe individuale de poly(Arg), respectiv ssDNA 
complementar, se deplasează prin nanopor în direcții opuse și se întâlnesc în 
interiorul vestibulului.  

 Înțelegerea efectelor tăriei ionice asupra interacțiunii dintre moleculele de ADN și 
PNA este relevantă pentru dezvoltarea și optimizarea unor tehnologii de detecție a 
ADN-ului monocatenar utilizând sisteme ce au la bază nanopori proteici. 
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III. 4. Detecția specifică a unor secvențe monocatenare de ADN cu 
ajutorul unui sistem bazat pe utilizarea nanoporului proteic și 
nanoparticule din aur 

 
 Metodele de detecție a unor acizi nucleici care să fie atât rapide, ieftine, cât și 
ușor de utilizat sunt necesare pentru diagnosticarea din timp a unor boli infecțioase 
cauzate de transmiterea unor patogeni, precum bacterii sau virusuri. De asemenea, pot 
fi utilizate în dezvoltarea de aplicații biotehnologice pentru investigații medico-legale 
sau monitorizarea siguranței alimentare. 
 În prezent, metodele convenționale utilizate la scală largă, cu scopul 
diagnosticului clinic al infecțiilor virale sau bacteriene, sunt împărțite în metode de 
numărare a culturilor și coloniilor, metode imunologice și metode bazate pe reacția de 
polimerizare în lanț (PCR). Deși aceste metode oferă informații cantitative și calitative 
cu mare sensibilitate și specificitate, ele prezintă dezavantaje din cauza complexității 
procesului de pregătire a probei, a timpului mare de procesare, a costurilor implicate 
mari, precum și a necesității unui personal specializat. [243]–[245]  
 În cadrul acestei lucrări dorim să propunem o metodă alternativă necostisitoare 
pentru detecția unei game largi de secvențe monocatenare de ADN, cu ajutorul tehnicii 
de electrofiziologie. Metoda constă în utilizarea unui nanopor de α-hemolizină pentru a 
detecta şi discrimina nanoparticule din aur în funcţie de modificările proprietăţilor de 
suprafaţă, induse de prezenţa unor polimeri artificiali şi predispoziţia la agregare, în 
strânsă legătură cu hibridizarea duplexului format de PNA şi secvenţele de ADN ţintă.  
Această metodă rapidă și simplă de aplicat, bazată pe hibridizarea acizilor nucleici 
exogeni, ar putea fi implementată pentru diagnosticarea la locul de interes, întrucât este 
o tehnică mobilă care nu necesită o infrastructură complexă și pentru care nu 
estenecesară marcarea sau amplificarea probei.  
 

III. 4. 1. Caracteristici și proprietăți ale nanoparticulelor de aur 
 

 Nanoparticulele de aur (AuNP) sunt particule bi sau tridimensionale, cu 
dimensiuni de ordinul nanometrilor (de la 1 la 100 nm) și au, de obicei, formă sferică 
sau quasi-sferică. Pe lângă acestea, în practică se mai întâlnesc și AuNP cu formă 
anizotropă (e.i., bastonașe, cuburi, panglici) de dimensiuni nanoscopice. 
 Datorită proprietăților fizice și chimice unice ale NP, care sunt diferite decât 
cele ale metalului la scală mascrosopică (‘bulk’) sau ale atomilor individuali, AuNP au 
atras un interes major în cercetare, ceea ce a condus la implementarea unei varietăți de 
aplicații în detecția biomoleculară (e.g., biosenzorii enzimatici) optică și medicină. 
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AuNP sunt cele mai stabile NP metalice și prezintă specificații remarcabile, precum 
raport mare între aria suprafeței și volumul lor, proprietăți optice dependente de mediu, 
reactivitatea mare cu alte biomolecule [243].  

Aplicații biotehnologice ale nanoparticulelor de aur 
Nanoparticulele de aur sunt nanomateriale dezvoltate pentru multiple aplicații, 

inclusiv în biotehnologii. Complexele formate de AuNP cu oligonucleotide permit 
detecția unor secvențe de ADN, făcând posibilă utilizarea lor în realizarea unor 
biosenzori, în diagnosticul medical al unor boli sau în exprimarea genică. Datorită 
proprietății de rezonantă plasmonică de suprafață a AuNP, precum și deplasarea benzii 
plasmonice, implicit modificarea culorii (din roșu în albastru), în urma procesului de 
agregare determinat de un analit țintă, acestea au fost exploatate în metode calorimetrice 
de detecție a acizilor nucleici. [252] 

Analizele bazate pe utilizarea AuNP sunt alternative viabile la metodele 
convenționale pentru detecția bolilor infecțioase și a altor agenți biologici nocivi. 
Nanoparticule de aur modificate cu ADN sau cu anticorpi au fost utilizate pentru 
detecția diferitor patogeni (bacterii sau virusuri). 

III. 4. 2. Principiul metodei de detecție a ADN-ului și materialele utilizate 
 În cadrul acestui studiu am propus o metodă de detecție specifică a unor 
secvențe monocatenare scurte de ADN, ce constituie biomarkeri pentru prezența unor 
patogeni în proba investigată, fiind destinată întrebuințării în diagnosticarea medicală a 
unor boli, în investigații medico-legale sau monitorizarea siguranței alimentare.   

 

Fig. III. 4. 6: Reprezentare schematică a principiului metodei de detecție a unor 
secvențe monocatenare de ADN, bazată pe utilizarea unui sistem format de 
nanoporul de α-HL, AuNP și PNA. [265] 
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Această metodă se bazează pe utilizarea unui sistem format de nanoporul de 
α-HL și AuNP funcționalizate cu ioni de citrat pentru a detecta semnale caracteristice 
care sugerează prezența moleculelor de ADN monocatenar în soluția electrolitică, prin 
intermediul hibridizării cu secvențe complementare de PNA. Principiul metodei de 
detecție specifică a moleculelor de ADN este ilustrat în Fig. III. 4. 6. 

Prezența unor molecule de PNA, neutre din punct de vedere electric, induce 
agregarea AuNP stabilizate în citrat, întrucât adsorbția de PNA ecranează ionii anionici 
de citrat de la suprafața AuNP, ceea ce duce la scăderea respingerii electrostatice dintre 
nanoparticule [266]. Datorită dimensiunilor sale, aceste agregate se disting ușor de 
AuNP stabilizate cu ioni de citrat dispersate în soluție, prin semnalul caracteristic dat 
de blocarea reversibilă a curentului ionic înregistrat printr-un singur nanopor. Întrucât 
adăugarea în soluție de secvențe complementare de ADN atenuează semnificativ 
procesul de agregare indus de PNA [266], prezența acestora este vizibilă ușor prin 
modificarea blocajelor de curent ionic prin α-HL.  
 Având în vedere observațiile făcute anterior, această abordare oferă un sistem 
selectiv de detecție rapidă, ușor de utilizat, pentru a determina prezența unor secvențe 
scurte de ADN monocatenar. 
 În studiul acestei strategii am proiectat detecția unor secvențe monocatenare 
scurte de ADN specifice infecției cu virusul hepatitei C (HCV), cu ajutorul unor 
molecule de PNA cu secvență complementară (PNA2) și AuNP funcționalizate cu citrat, 
cu diametrul ~ 5 nm. Pentru testul de control negativ, am utilizat alte secvențe 
monocatenare scurte de ADN, specifice infecției cu virusul H1N1. Secvențele primare 
ale polinucleotidelor se regăsesc în Tabel III. 3. 
 
Tabel III. 3: Secvența primară și masa moleculară a polinucleotidelor utilizate în 
cadrul acestui studiu. Conform convenției acceptate, capetele terminale N și C ale 
moleculei de PNA corespund capătului 5`, respectiv, capătului 3’. Adaptat din [265]. 

Polinucleotidă Secvenţa primară MW (g/mol) 

PNA2 5′ – CCCACCCGCAGCCCTCATTA – 3′ 5263.1 
HCV 5′ – TAATGAGGGCTGCGGGTGGG – 3′ 6297 
H1N1 5′ – ACGGAAGGAGTGCCAA – 3′ 4968 
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III. 4. 4. Detecția unor secvențe monocatenare scurte de ADN utilizând sistemul 
AuNP/α-HL 
 
 Pentru a implementa metoda de detecție propusă în acest studiu am utilizat 
tehnica de electrofiziologie moleculară la nivel de singură moleculă descrisă în 
secțiunea II.1.  

 

Fig. III. 4. 7: Reprezentarea schematică a interacțiunilor cu nanoporul de α-HL a 
analiților adăugați succesiv în regiunea cis, însoțită de înregistrări ale curentului 
ionic, în urma aplicării unei diferențe de potențial transmembranar pozitivă. 
Reprezentările grafice asociate ilustrează intensitatea curentului prin nanoporul 
deschis (Iopen) și în timpul blocajelor cu amplitudinea ΔIblock. [265] 

 
Pentru început, AuNP (5 nM) funcționalizate cu citrat, ce au o sarcină electrică 

net negativă la suprafață, sunt adăugate în regiunea cis a cuvei experimentale. La 
aplicarea unei diferențe de potențial cu valori pozitive, nanoparticulele anionice sunt 
transportate electroforetic și captate reversibil la gura vestibulului nanoporului, acest 
proces fiind vizibil prin reducerea stocastică a curentului ionic prin porul deschis (Fig. 
III. 4. 7. a).  
 Ulterior, adăugarea în regiunea cis de molecule PNA2 în concentrație 1 µM, 
peste nanoparticulele de aur, duce la încetarea evenimentelor de blocaj date de 
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interacțiunea AuNP cu nanoporul (Fig. III. 4. 7. b). Cel mai probabil, aceasta se 
întâmplă datorită procesului de agregare a nanoparticulelor, indus de adsorbția 
moleculelor de PNA2 pe suprafața lor și a formării de conjugate de dimensiuni mai 
mari, ce depășesc cu mult diametrul deschiderii vestibulului α-HL. Cu toate că sarcina 
electrică netă a AuNP acoperite cu PNA2 este negativă, ceea ce le face predispuse 
transportului electroforetic, aceste ansambluri, în condițiile spațiale date, sunt excluse 
captării de către nanopor și mai degrabă contribuie la apariția unor evenimente foarte 
scurte, de tip ‘bumping’.   
 În Fig. III. 4. 7. c) se observă că după adăugarea, în aceeași regiune, de 
secvențe complementare de HCV în concentrație 4 µM, apar evenimente de blocaj cu 
durata medie de ordinul milisecundelor și cu o amplitudine mai mică comparativ cu 
cazul AuNP dispersate în soluție. 
 Acest tip de evenimente sunt specifice hibridizării complexelor PNA2-HCV. 
Datorită diferențelor majore în semnalele caracteristice date de interacțiunea cu un 
singur nanopor de α-HL a complexelor AuNP/PNA-HCV, respectiv AuNP/PNA-H1N1, 
se poate realiza discriminarea secvențelor de HCV prezente în electrolit.  
 

III. 4. 5. Studiul selectivității și sensibilității metodei de detecție bazată pe sistemul 
AuNP/α-HL 

 
 În continuare, pentru a investiga sensibilitatea și selectivitatea detecției 
secvențelor monocatenare țintă de ADN utilizând sistemul AuNP/α-HL, experimentele 
discutate anterior au fost repetate într-un mod similar, cu excepția că atât moleculele de 
PNA2, cât și secvențele complementare HCV sau necomplementare H1N1 adăugate 
peste AuNP (5nM) aflate în regiunea cis a cuvei experimentale, au fost în concentrație 
molară de 5 nM. 

Pe baza analizei volumetrice a evenimentelor de blocaj a curentului ionic prin 
nanopor ilustrate în Fig. III. 4. 8 și aplicând același raționament ca în studiul anterior, 
am demonstrat posibilitatea detecției secvențelor monocatenare de HCV prezente în 
soluția electrolitică, în concentrație de ordinul nanomolar. Această metodă de detecție 
selectivă este posibilă datorită faptului că interacțiunea reversibilă a ansamblurilor 
AuNP/PNA2/HCV, respectiv AuNP/PNA2/H1N1 cu nanoporul de α-HL oferă semnale 
caracteristice distincte (Fig. III. 4. 8. c), respectiv Fig. III. 4. 8. f).  
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Fig. III. 4. 8: Înregistrările specifice și histogramele corespondente fluctuațiilor de 
curent ionic date de interacțiunea cu nanoporul de α-HL a adiției succesive în partea 
cis a cuvei a: (a, d) 5 nM AuNP (b, e) 5 nM PNA2, (c) 5 nM HCV, complementar cu 
PNA2 sau (f) 5 nM H1N1, necomplementar cu PNA2. Toate înregistrările prezentate în 
figură au fost efectuate la o valoare de + 80 mV a potențialului electric aplicat. [265] 
 

Mai departe, am arătat capabilitatea de a distinge secvențele monocatenare 
țintă de ADN dintr-o anumită specie, în prezența altor patogeni, cu ajutorul metodei de 
detecție propusă, bazată pe utilizarea unui nanopor proteic și combinația dintre AuNP 
și molecule PNA. Un avantaj al utilizării moleculelor de PNA pentru detecția 
secvențelor complementare de ADN monocatenar se datorează hibridizării dintre 
secvențele de PNA și secvențele țintă de ADN, cu specificitate crescută [216].  

În cadrul acestor experimente, a căror înregistrări electrofiziologice 
reprezentative sunt ilustrate în Fig. III. 4. 9, reactanții au fost adăugați, pe rând, în 
regiunea cis a cuvei experimentale, în ordinea următoare: a) AuNP (5 nM), b) PNA2 (5 
nM), peste care au fost adăugate ulterior c) molecule H1N1 (15 nM) necomplementare 
și d) molecule HCV (50 nM) complementare cu PNA2.  

Așa cum a fost demonstrat deja, nanoparticulele de aur încărcate electric 
negativ din regiunea cis, la aplicarea unei diferențe de potențial pozitivă, interacționează 
cu nanoporul de α-HL, ceea ce se reflectă în tipul de eveniment de blocaj prezentat în 
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Fig. III. 4. 9. a), dreptunghi portocaliu. Adăugarea ulterioară de molecule de PNA2 
duce la agregarea AuNP și implicit întreruperea acestor blocaje (Fig. III. 4. 9. b). Pentru 
a simula o probă contaminată, în aceeași regiune se adaugă fragmente de ADN cu 
secvență necomplementară cu PNA2 (H1N1). În Fig. III. 4. 9. c este redată 
interacțiunea acestor molecule cu nanoporul de α-HL, în dreptunghiul verde fiind 
evidențiat evenimentul de blocaj tipic. După adăugarea de fragmente țintă de ADN 
(HCV), se observă niște evenimente de blocaj distincte (Fig. III. 4. 9. d, dreptunghi 
albastru), cu o amplitudine mai mică și o durată mai lungă  comparativ cu cele observate 
anterior. Această interacțiune cu nanoporul sugerează formarea complexelor 
AuNP/PNA2/HCV, respectiv detecția fragmentelor de HCV, cu secvență 
complementară cu PNA2.  

 

Fig. III. 4. 9: Detecția selectivă a unor fragmente țintă de ADN (HCV) cu ajutorul 
sistemului format de AuNP/ α-HL, dintr-o probă contaminată. [265] 
 

Analiza statistică a amplitudinii evenimentelor de blocaj, pe baza argumentelor 
făcute anterior, indică posibilitatea de a detecta prezența secvenței de HCV în soluția 
electrolitică, ce conține și alte fragmente de acizi nucleici. Această caracteristică a 
metodei propusă este relevantă pentru aplicații în care se urmărește detecția selectivă 
sau multiplex a unor secvențe monocatenare de ADN distincte. 
  



48 
 

Concluzii  

 

 În acest studiu atenția a fost îndreptată spre o tehnică relativ simplă bazată pe 
nanopori, deschizând calea pentru crearea unei tehnologii care să permită detecția 
selectivă și discriminarea fragmentelor scurte de ADN monocatenar a diferiților 
agenți patogeni cu ajutorul nanoparticulelor din aur. Această metodă se bazează pe 
modificările proprietăților de suprafață a AuNP ca urmare a procesului de 
hibridizare a secvențelor de PNA prezente în sistem, complementare cu cele de 
ADN țintă. Analiza fluctuațiilor de curent ionic datorate interacțiunilor distincte cu 
nanoporul proteic a indicat că metoda este eficientă pentru detecția în timp real și 
precisă a secvențelor specifice de ADN din probă.  

 Metoda prezentată dispune de o serie de avantaje: (i) secvența primară a 
moleculelor de PNA poate fi adaptată cu ușurință pentru a permite detecția selectivă 
a unei game largi de secvențe monocatenare de ADN scurte sau lungi; (ii) metoda 
este necostisitoare, ușor de utilizat și rapidă, procesele având loc la temperatura 
camerei și (iii) numărul de reactivi implicați în detecție este redus la minimum, fără 
a fi necesară o marcare suplimentară a compușilor țintă.  

 Această metodă de detecție a moleculelor de ADN cu sensibilitate și specificitate 
ridicată ar putea fi implementată pentru dezvoltarea unor aplicații biotehnologice 
utilizate în testarea medicală pentru diagnosticare realizată la punctul de îngrijire, 
în investigațiile medico-legale sau în monitorizarea siguranței alimentare. 
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CONCLUZII GENERALE 
 

 În cadrul acestei teze de doctorat am studiat nivel de singură moleculă 
comportamentul dinamic al unor biomolecule de interes funcțional, într-o serie de 
experimente din care s-au extras următoarele concluzii: 

1. Am realizat investigarea comportamentului dendrimerilor PAMAM de 
generație inferioară atunci când sunt supuși unor constrângeri spațiale. Astfel, am 
utilizat un adaptor molecular de ciclodextrină împreună cu nanoporul α-HL și am 
urmărit cinetica de interacțiune a dendrimerului PAMAM G1, în cele două cazuri. 
Rezultatele obținute din analiza statistică a evenimentelor de blocaj distincte au indicat 
faptul că dendrimerul interacționează mai rapid cu γ-CD, însă nu poate transloca prin 
aceasta. Înțelegerea modului în care dendrimerii se comportă în spații moleculare 
nanometrice cu grade de libertate limitate este crucială pentru dezvoltarea aplicațiilor 
biomedicale, deoarece aceste molecule, care pot fi încărcate cu diverși compuși 
bioactivi, sunt de obicei blocate sau trec prin canale biologice cu dimensiuni 
nanometrice. 
 2. Utilizând tehnica NFS cu ajutorul nanoporului de α-HL am reușit realizarea 
unui studiu comparativ a unor duplecși moleculari formați din secvențe scurte de ADN 
și secvențe complementare de acizi nucleici artificiali (PNA), nefuncționalizați sau 
funcționalizați cu un lanț polipeptidic cationic. Studiul a permis identificarea etapelor 
distincte prin care trec duplecșii în interiorul nanoporului, conducând astfel la o mai 
bună înțelegere asupra mecanismului de dehibridizare (unzip) al acestora. 
 3. Mai departe, cu scopul optimizării detecției moleculelor de ADN cu ajutorul 
nanoporului de α-HL, am arătat efectele tăriei ionice a mediului asupra interacțiunii 
duplecșilor ADN-PNA funcționalizați cu poliarginine. Mai mult decât atât, am reușit să 
vizualizăm formarea complecșilor ADN-PNA ‘colapsați’ în interiorul nanoporului. 
 4. În continuare, am demonstrat capacitatea biosenzorului α-HL de a fi folosit 
în dezvoltarea unei metode de detecție în timp real, ușor de utilizat și cu costuri reduse, 
a unor secvențe monocatenare scurte de ADN, fără necesitatea altor procese biochimice 
complexe (e.g. marcarea fluorescentă, amplificarea de tip PCR). Sistemul de detecție 
implică utilizarea unor nanoparticule din aur (AuNP) și a unor secvențe de PNA 
complementare cu cele de ADN țintă, iar principiul de funcționare se bazează pe 
fenomenul de agregare al AuNP. Totodată, am arătat gradul crescut de sensibilitate și 
specificitate al metodei, prin detecția fragmentelor de ADN la concentrații de ordinul 
nanomolar dintr-o probă contaminată cu alte secvențe necomplementare. 
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