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Lista de abrevieri

a-HL - alfa-hemolizina
v-CD — gama-ciclodextrina
ADN - acid dezoxiribonucleic
AFM — miscroscopia de forta atomica (‘Atomic Force Microscopy’)
AINS - antiinflamatoare nesteroidiene
Arg — arginina
ARN - acid ribonucleic
Asp — acid aspartic
AUNP - nanoparticule de aur
BLM - bistrat lipidic membranar (‘Bilayer Lipid Membrane’)
CDB - descarcare electrica controlata intre doi electrozi pentru perforarea unui material dieletric
(‘Controlled Dielectric Breakdown”)
CT - computer tomograf
FLIP — pierderea fluorescentei dupa fotoalbire (‘Fluorescence Loss In Photobleaching’)
FRAP - recuperarea fluorescentei dupa fotoalbire (‘Fluorescence Recovery After
Photobleaching’)
FRET - transferul de energie de rezonanta Forster (‘Forster Resonance Energy Transfer’)
Glu - acid glutamic
HS — ser uman (‘Human Serum’)
IRM — imagistica prin rezonantd magnetica
KCI - clorura de potasiu
Lys — lizina
MT - penseta magnetica (‘Magnetic Tweezers’)
NFS - tehnica de investigare la nivel de singura moleculd cu ajutorul nanoporilor (‘Nanopore
Force Spectroscopy’)
OT - penseta optica (‘Optical Tweezers’)
PALM - microscopia cu localizare dupd fotoactivare (‘PhotoActivated Localization
Microscopy’)
PAMAM - poliamidoamina
PCR - reactia in lant a polimerazei (‘Polymerase Chain Reaction’)
PNA - acid peptido nucleic (‘Peptide Nucleic Acid’)
poly(Arg)-PNA — PNA conjugat cu un lant polipeptidic din arginine
PTFE — politetrafluoroetilena
SPR - rezonanta plasmonica de suprafata (‘Surface Plasmon Resonance’)
sSDNA - secvente monocatenare de ADN (‘single-stranded DeoxyriboNucleic Acid’)
STORM - microscopia cu reconstructie stohastica optica (‘Stochastic Optical Reconstruction
Microscopy”)
TEM - microscopia cu transmitere de electroni (“Transmission electron microscopy’)
UV-VIS — ultraviolet-vizibil
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INTRODUCERE — Motivatia si importanta studiului realizat

Pentru a investiga cu acuratete interactiuni intermoleculare, primordiale pentru
procesele biologice precum Tmpachetarea/despachetarea proteinelor sau acizilor
nucleici, replicarea ADN-ului §i transcrierea genetica a ARN-ului, interactiuni dintre
acizi nucleici si proteine sau recunoastere moleculara in general, au fost implementate
tehnici de investigare la nivel de singura molecula ca de exemplu penseta optica, penseta
magnetica, spectroscopie de fortd atomica, fluorescenta de transfer a energiei de
rezonantd (FRET) si microscopia optica de super-rezolutie.

Una dintre aceste tehnici de investigare la nivel de singura molecula este si
tehnica electrofiziologica bazata pe utilizarea unui nanopor sintetic sau biologic, al carei
principiu simplu 1si are radacinile Tn metoda Coulter de detectare a impulsului rezistiv
pentru numararea si masurarea dimensiunilor particulelor suspendate in electroliti. Pe
scurt, tehnica electrofiziologica presupune aplicarea unei forte electrice externe pentru
a capta molecula de interes in interiorul nanoporului inserat ntr-o membrana lipidica
artificiala si pentru a descoperi proprietati unice ale moleculei tinta (e.g. constantele
ratelor de asociere/disociere, volumul ocupat, energii de hibridizare, etc.). Astfel,
aceasta tehnica s-a dovedit a fi o platforma extrem de utild pentru detectia, identificarea
si caracterizarea biofizicd a unor molecule biologice (e.g. peptide, proteine) si pentru
detectia si secventierea ADN-ului, intr-o maniera necostisitoare, rapida si cu un raport
semnal-zgomot imbunatitit.

Nanoporul proteic homo-heptameric, format de alfa-hemolizina (a-HL), 0
toxina secretatd de patogenul Staphylococcus Aureus, este cel mai frecvent i mai ugor
de folosit nanopor transmembranar in analiza stohastica la nivel de singura molecula a
diversilor analiti moleculari. Caracteristicile sale geometrice bine cunoscute si descrise
in amanunt in cadrul tezei, proprietitile sale fizico-chimice (i.e. structura, rezistenta la
temperaturi, stabilitate mecanicd), dar si faptul cd permite reproductibilitatea
experimentala, fac din nanoporul a-HL un instrument versatil utilizat Th diverse studii
biofizice.

Teza de doctorat intitulata ‘Detectia si analiza structurald cu nanopori, la
nivel de singurd moleculd, a unor biomolecule relevante functional’ este structurata
in trei capitole principale. Primul capitol contine notiuni teoretice introductive, dupa
cum 1i este si numele, care ofera o trecere In revistd a tehnicilor de investigare la nivel
unimolecular actuale si a aplicatiilor lor in biofizica moleculara. De asemenea, include
informatii teoretice generale referitoare la principiul de detectie cu nanopori si tehnica
NFS (‘Nanopore Force Spectroscopy’) de investigare a moleculelor cu ajutorul
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nanoporilor, precum si o clasificare a tipurilor de nanopori ce pot fi utilizati, punand
accent pe nanoporul biologic a-HL, ce sta la baza studiilor din cadrul tezei.

Partea experimentald a tezei incepe cu al Il-lea capitol, unde sunt prezentate
tehnicile si metodele utilizate pentru realizarea studiilor. Sunt incluse aici detalii despre
dispozitivele experimentale si materialele implicate.

Capitolul IIl. Rezultate experimentale si discutii cuprinde contributiile
personale aduse 1n domeniul temei si aratd utilitatea nanoporului proteic
transmembranar a-HL ca biosenzor molecular, evidentiind patru directii principale de
cercetare, sumarizate n cele patru subcapitole:

III. 1. Investigarea la nanoscald a unor dendrimeri PAMAM de generatie
micd. Avand in vedere contributiile polimerilor dendrimerici in aplicatiile din domeniul
biomedical (e.g. farmaceutica, imagistica medicald, terapie genica, terapia cancerului),
cu rol in transportul unor molecule mici bioactive, studierea comportamentului acestor
macromolecule nanometrice in spatii restranse (‘nanoconfinement’), cum este si cazul
nanoporului de a-HL liber sau modificat cu un adaptor molecular, fiind de interes actual.

II1. 2. Studiul comparativ, la nivel de singurd moleculd, al mecanismului de
dehibridizare (‘unzip’) a duplecsilor ADN-PNA si ADN-PNA conjugat cu o coadi de
poliarginine. Tn acest studiu am utilizat acizi peptido nucleici (PNA), polimeri
sintetizati artificial care au o structurd similara ADN-ului si pot forma duplecsi
complementari cu acesta, ce s-au dovedit a fi promitatori pentru aplicarea in
diagnosticarea moleculara si terapia genicd. Prin tehnica de investigare, la nivel de
singurd moleculd, bazatad pe utilizarea unui nanopor, cum este i nanoporul proteic de
a-HL si modularea unor forte asupra moleculei (tehnica NFS), se poate deslusi procesul
de desfacere a unor duplecsi moleculari in timp real. Astfel, s-a urmarit diferenta dintre
utilizarea unui complex ADN-PNA simplu si un complex ADN-PNA conjugat cu un
lant de arginine. Studiul ajutd la o mai buna intelegere a mecanismelor ce au loc in
interiorul nanoporului si conduce spre eficientizarea tehnicilor de investigare bazate pe
acizi peptido nucleici.

I11. 3. Studiul influentei tiriei ionice asupra detectiei moleculelor de ADN
cu ajutorul tehnicii electrofiziologice la nivel de singurd moleculd. Dupa
demonstrarea potentialului oferit de tehnica electrofiziologica la nivel de singura
moleculd, cu ajutorul nanoporului proteic a-HL, in detectia secventelor monocatenare
de ADN, am urmarit modificarile in parametrii acestui proces, induse de diferiti factori,
precum alegerea moleculei de sondare (o secventd complementard de PNA, conjugata
cu un lant polipeptidic de diferite dimensiuni) sau taria ionicd a mediului, cu scopul
optimizarii acestei tehnici pentru detectia ADN-ului in conditii fiziologice.



III. 4. Detectia specifica a unor secvente monocatenare de ADN cu ajutorul
unui sistem bazat pe utilizarea nanoporului proteic si nanoparticule din aur. Tn
contextul pandemic actual, cauzat de COVID-19, s-a vazut raspandirea rapida a
virusului extrem de contagios in societatea de azi si impactul socio-economic pe care 0
astfel de boald o poate avea la nivel global. Pentru identificarea timpurie a bolilor
infectioase cauzate de rdspandirea agentilor patogeni precum bacteriile sau virusurile,
sunt necesare tehnici de detectare a acidului nucleic care sunt rapide, accesibile
financiar si usor de utilizat. Metodele utilizate in prezent pentru diagnosticul clinic al
infectiilor virale sau bacteriene, cum ar fi tehnica PCR, necesitd infrastructura si
materiale costisitoare, timpul necesar pentru obtinerea rezultatelor este mare, iar
protocoalele laborioase implica personal specializat. Pornind de la aceste premise, am
propus o metodd bazatd pe utilizarea biosenzorului o-HL care impreund cu
nanoparticule din aur (AuNP) si secvente de PNA formeaza un sistem pentru detectia
selectiva a unor fragmente monocatenare scurte de ADN cu un grad ridicat de
specificitate si sensibilitate.

Teza de fata se incheie cu concluziile generale reiesite din rezultatele obtinute,
bibliografia si anexa ce cuprinde contributiile stiitifice din perioada anilor de doctorat.



CAPITOLUL I. Notiuni teoretice introductive

. 1. Tehnici de investigare la nivel de singurd moleculia utilizate in

biofizica moleculara

Procesele biologice ce stau la baza ,vietii” depind de comportamentul
moleculelor implicate 1n reactiile ce au loc. Metodele conventionale utilizate in biofizica
descriu modul de actionare al unor ansambluri mari de molecule, bazate pe prezumtia
cé moleculele identice reactioneaza simultan, cand de fapt acestea functioneaza in mod
stohastic. In acest mod, metodele de investigatie traditionale pot omite diferite detalii
conformationale si proprietati ale moleculelor de interes. Dezvoltarea tehnicilor de
studiu la nivel de singurd molecula a permis studiul individual al unei singure molecule
dintr-o multime, la un moment dat, ceea ce a condus la creearea unei abordari mai
specifice de determinare si descriere a moleculelor biologice.

Tehnicile la nivel de singura moleculd prezintd cel putin doud avantaje de
neinlocuit: (i) permit efectuarea de inregistrari in timp real, la nivel unimolecular si (ii)
necesitd o cantitate mica de proba. Prin monitorizarea Tn timp real a unei singure
molecule se pot obtine in mod direct traiectoriile de actiune a moleculelor tinta, inclusiv
detalii statice si structurale, chiar si in celule vii [1]. Spre deosebire de analiza
traditionald a unor cantititi mari, tehnicile la nivel de singurd moleculd necesita un
volum mic si o concentratie scazuta a probei, ceea ce este foarte important atunci cand
se lucreaza cu materiale costisitoare [2].

in general, metodele la nivel de singura moleculd sunt impartite in doud
categorii in functie de modul de abordare: (i) cele care permit observarea moleculelor
fara a induce perturbari din exterior asupra sistemului studiat, cum sunt metodele optice
(e.g. FRET [3], FRAP [11], FLIP [3], PALM [4] si STORM [5]) si cele care studiaza
comportamentul molecular sub actiunea unor forte externe aplicate. Fortele 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 singura molecula bazate pe utilizarea
nanoporilor ca biosenzori stohastici pentru detectia si identificarea unei game largi de
molecule (ioni, peptide, proteine sau agenti patogeni) [10]-[15]. n plus, se poate
realiza investigarea modului de Tmpachetare/despachetare a proteinelor [16]-[19]. O
alta aplicatie posibila cu ajutorul nanoporilor este detectia si investigarea acizilor
nucleici (ADN, ARN, miARN), cea mai ravnitd aplicatie fiind secventierea
biopolimerilor [20]-[26]. De asemeneca, spectroscopia de fortd bazatd pe nanopori
constituie un alt exemplu de aplicatie [27]-[29].
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I. 2. Caracteristici generale ale principiului de investigare la nivel de

singura moleculi cu ajutorul nanoporilor

Principiul investigarii la nivel de singura moleculd bazatd pe utilizarea
nanoporilor este reprezentat la modul general in Fig. 1. 1. in aceasti metodi, un por de
dimensiuni nanoscopice se afla in membrana ce desparte doua recipiente umplute cu
solutie electrofiziologica. Acesta permite miscarea liberd a sarcinilor electrice din
solutie la aplicarea unei diferente de potential de o parte si alta a membranei si se
inregistreazd un curent ionic constant in timp, lg, specific pentru porul deschis (Fig. I.
1. a).
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Fig. |. 1: Reprezentarea schematicd a principiului detectiei la nivel de singuri

molecula bazat pe utilizarea nanoporilor. Metoda consta in monitorizarea curentului
ionic (lo) prin nanoporul inserat in membrand (a) si observarea modificarilor
intensitatii curentului ionic (Iy) induse de interactiunea moleculelor (Mi/M3) cu
nanoporul, in urma aplicarii unei diferente de potential AV. Aceste evenimente de
blocaj sunt caracterizate de parametrii specifici: zorr, 7on si 4.

Captarea in nanopor a unei singure molecule duce la blocarea partiald a
acestuia, Tnregistrandu-se o scadere reversibila a curentului ionic, Iy (Fig. 1. 1. b).
Aceastd scadere se datoreaza dislocarii unui volum de ioni din interiorul porului in
prezenta moleculei. Fiecare eveniment de blocaj reprezintd interactiunea sau
translocarea moleculei prin nanopor.

Parametrii ce descriu interactiunea moleculei cu nanoporul, observabili in Fig.
I. 1. b, sunt: i) timpul mediu de rezidenta al moleculei in interiorul porului, torr; ii)
timpul mediu dintre doud evenimente de blocaj, 7on si iii) amplitudinea blocajului 41,
calculata ca diferenta intre intensitatea curentului prin porul deschis (lo) si valoarea
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curentului ionic din timpul blocajului (Iv): 41 = Iy - lo. Analiza statistica a evenimentelor
de blocaj specifice fiecarei molecule dezvaluie proprietati chimice, modificari
conformationale sau alte caracteristici ale analitilor investigati.

Proprietatile fizice ale moleculelor studiate pot fi corelate cu amplitudinea
blocajului curentului ionic prin nanopor, utilizand legea lui Ohm, bazata pe dislocarea
unui volum de solutie electrolitica din por. Se obtine astfel un model din care se poate
determina volumul moleculei:

Al(l 0.8d,)?
5= (lp +0.8dp) (1.8)
yoAV

I. 3. Descrierea stohastica a principiului de detectie cu nanopori

Tehnicile electrofiziologice la nivel de “singura molecula” permit inregistrarea
fluctuatiilor de curent electric printr-un singur por, astfel fiind posibila obervarea
vizuald a fenomenului de tranzitie dintre starile conductive diferite. Pentru a descrie
comportamentul molecular al acestor pori este important de estimat numarul exact de
stari prin care poate trece un canal ionic, de a determina ratele de tranzitie intre aceste
stari si de a studia transportul moleculelor prin por.

Schema de reactie urmatoare (Fig. 1. 2), descrie cel mai simplu model cinetic
in care un canal ionic face tranzifia doar intre doud stari moleculare, “deschis” (O =
“open”), respectiv “inchis” (C = “closed”), avand parametrii descriptivi dati de
constantele de reactie a si S [34].

a

I%I

>0

>C

20 pA

0.05s

Fig. 1. 2: Modelul cinetic de tranzitie intre doud stari moleculare: deschis = O
(“‘open’), respectiv inchis = C (‘closed’), descris de constantele de reactie o si f, insotit
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de fluctuatiile curentului ionic mediat de canalul ionic. Parametrii ton $§i Torr
reprezintd intervalele de timp in care nanoporul se afla in substarea O, respectiv C.

Aceste procese reversibile sunt stochastice, astfel ca intervalele de timp
petrecute de nanopor in una din cele doud stari (zon, Torr) sunt marimi aleatorii pentru
care se poate determina functia de densitate de probabilitate (pdf).

Cunoscand aceste functii de distributie exponentiala care descriu marimile
stochastice zon si 7off, putem afla cantitativ valoarea medie a acestora:

[ee) [oe]

1
TorF = f ((pdf,)dt = f t(pe ) de = 3 (1.15)
0 0
o0 3 L (1.16)
Ton = f t(pdf,)dt = f t(ae ) dt ==
0 0

Utilizand tehnica de electrofiziologie la nivel de singurd putem inregistra
valori discrete ale intervalelor de timp céat nanoporul se afld in una din stérile conductive
O (ron), respectiv C (zore). Din calculul mediilor aritmetice ale acestor valori
inregistrate rezultd valori estimative ale marimilor: Toy, respectiv T, zz. Inversul acestor
valori medii determind parametrii descriptivi ai reactiei: a si f, unde o reprezinta
constanta de asociere ko, iar 8 reprezinta constanta de disociere kore. Precizia acestor
determinari este cu atidt mai mare cu cat se vor inregistra mai multe valori ale acestor
intervale de timp [34], [35].

I. 4. Elemente teoretice generale despre spectroscopia de forta bazata pe
utilizarea nanoporilor

Datorita descoperirilor si progreselor remarcabile din domeniul tehnicilor de
investigare la nivel de singurd moleculd este posibila masurarea in timp real a fortelor
si tensiunilor dezvoltate in timpul unor procese biologice. Mai mult decéat atat,
exercitarea controlatd a unor forte externe asupra sistemului biologic si inregistrarea
raspunsului dat de biomolecule, constituie un instrument pentru studiul proprietatilor
acestora, a interactiunilor inter sau intra-moleculare, a structurii, precum si a functiilor
biologice.

In aceasta tehnica la nivel unimolecular se exercitd o forta locala, F, asupra
biomoleculei care trece printr-un singur nanopor, generata de sarcina electrica efectiva,
intrinseca moleculei (@ep, fiind direct proportionala cu diferenta de potential aplicata

4.
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Dacd in timpul translocarii prin nanopor, apare un obstacol din cauza
constrangerilor geometrice, de exemplu sectiunea transversald a moleculei este mai
mare decat diametrul porului, atunci va aparea o forta mecanica, egala si de sens opus,
Fm. Astfel, are loc o forfecare localizata produsa de actiunea celor doud forte asupra
moleculei, ce destabilizeaza structura sau legéturile biomoleculare, ducind ulterior la o
rupere sau tranzitie moleculara, de exemplu disocierea dintre un ligand si receptorul
sau, despachetarea unei proteine sau desfacerea acizilor nucleici.

Metoda NFS se utilizeaza pentru investigarea cineticii procesului de desfacere
a moleculelor de ADN, oferind informatii despre energia libera si constanta ratei de
desfacere a acestora [37], [38], pentru a masura constantele ratelor de asociere si
disociere ale unui sistem biomolecular format intre molecule de ADN si proteine [39]
sau pentru studiul interactiunilor dintre molecule mici bioactive si secvente de ADN

[40].

1. 5. Tipuri de nanopori

Tehnica de investigare la nivel de singura molecula bazata pe nanopori implica
utilizarea fie a unor pori proteici ce se formeaza in mod natural in membrana lipidica
[41], fie a unor pori solizi fabricati in materiale sintetice (e. i. silicon [42], cuart [43],
metale [44], filme polimerice [45] sau materiale 2D precum grafenul [46]). Fiecare
sistem prezintd avantaje specifice.

Cei mai utilizati nanopori proteici in tehnologiile de singura molecula, sunt
impartiti in doud categorii, in functie de structura transmembranara ce poate fi in forma
de ‘B-barrel’, cum sunt MspA [51], [52], OmpG [53] si OmpF [54], [55], alfa-
hemolizina (a-HL) [20], [56] si aerolizina (AeL) [57]-[59] sau ‘a-helix’, din care fac
parte toxinele formatoare de pori citolizina (ClyA) [60] si actinoporina FraC [61],
precum si proteina motoare de impachetare al ADN-ului bacteriofagului Bacillus
subtilis 929 [62].

Nanoporii formati de canale ionice proteice sunt unici si versatili intrucat
permit atasarea unui receptor in interiorul acestora, ce face posibila recunoasterea
specifica a moleculelor tintd studiate. Aceastd functionalitate creste selectivitatea
porului. Mai mult decat atat, datoritd dimensiunilor fixe ale porului, rezultatele studiilor
bazate pe nanopori proteici sunt foarte reproductibile [64].

I. 6. Caracteristici structurale si functionale ale porului proteic de a-

hemolizina

Proteina a-hemolizina (a-HL) se utilizeazd cu succes pentru inregistrarile
electrofiziologice la nivel de singura molecula datoritd proprietatilor sale bine
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cunoscute. a-HL este o toxind secretata de bacteria Gram-pozitiva Staphylococcus
aureus [65]. Monomerul solubil in apa Error! Reference source not found.. a), este
adsorbit la nivelul membranei lipidice unde oligomerizeaza cu alti sase monomeri
identici pentru a forma canale ionice heptamerice, de dimensiuni nanoscopice, cu o
lungime si un diametru de aproximativ 10 nm [56].

Geometria nanoporului prezintd o regiune transmembranara cu deschiderea
“trans” spre interiorul celulei. Acesta structura de “p-barrel” are diametrul interior de
2,6 nm si lungimea de 5,2 nm. Regiunea extramembranara a proteinei, cu lungimea de
7 nm, prezinta o nanocavitate mai larga numita vestibul, cu diametrul variabil intre ~1,5
nm si 4,6 nm. Aceasta are o deschidere “cis” spre mediul extracelular, cu diametrul de
2,6 nm. Cele doud regiuni sunt conectate prin zona de constrictie, cu diametrul de 1,5
nm, fiind cea mai ingusta parte a porului [56] (Fig. I. 3).

deschiderea cis
2,6 nm

vestibul
max 4,6 nm

zona de constrictie
1,5 nm

canal “B-barrel”
2,2nm

bistrat lipidic
membranar

deschiderea trans

Fig. I. 3: Componentele si caracteristicile geometrice (diametrul) nanoporului e-HL
inserat intr-un bistrat lipidic membranar.

Nanoporul proteic format de a-hemolizind se poate insera in diferite membrane
lipidice, biologice sau sintetice, iar mecanismul de autoasamblare este spontan si nu
necesita conditii ionice specifice [69]. Porul a-HL este stabil intr-o serie de situatii in
conditii de pH si temperaturi diferite, iar canalul transmembranar este deschis in mod
obisnuit [71].

Toate aceste proprietati fac ca nanoporul proteic format de a-hemolizina sa fie
potrivit pentru utilizarea sa In numeroase aplicatii biotehnologice, precum cele
mentionate in subcapitolul I. 1.
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CAPITOLUL II. Tehnici si metode utilizate in realizarea studiului

II. 1. Tehnica de electrofiziologie utilizatd pentru studiul la nivel de
singuri moleculid a unor molecule de interes biologic

Principala tehnica utilizatd 1n cadrul acestei lucrari pentru detectia si
investigarea la nivel uni-molecular a unor molecule de interes biologic este tehnica de
electrofiziologie moleculard. Aceasta este bazatd pe inregistrarea curentului ionic
mediat de un singur canal ionic transmembranar format de proteina a-HL si analiza
fluctuatiilor aparute in semnalul electric ca urmare a interactiunilor molecula — nanopor.

Dispozitivul experimental, necesar pentru implementarea acestei tehnici de
studiu la nivel de singura molecula, este ilustrat in Fig. 11. 1. A).

A) Axopatch 2008

I - headstage 7
electrod -
\ =
\\' - v __— bistratlipidic
| B)

1 Capat

rmdmhl

Cozi
| hidrofobe

. - canal proteic

Fig. Il. 1: A) Reprezentare schematizata a dispozitivului experimental implementat
in tehnica de electrofiziologie moleculard la nivel de singurd moleculd. B) Structura

celula BLM

unei fosfolipide, a carui caracter amfifatic sta la baza principiului de formare a
bistraturilor.

Acesta prezintd mai multe componente constitutive. O cuva, denumita ‘celula
BLM’ (Bilayer Lipid Membrane) care este realizata din policarbonat, ce permite
curdtarea temeinicd si decontaminarea intre experimente. Celula BLM este
compartimentata in doua recipiente cu volumul ~ 1 ml fiecare, denotate de electrozii ce
asigurd conexiunile electrice din instalatia experimentald astfel: ‘cis’, cu electrodul legat
la mass, respectiv ‘trans’, electrodul de comanda. Acestea sunt despértite de un film
subtire de Teflon, in centrul cdruia se afld o aperturd cu diametrul ~ 120 pm, la nivelul
careia se va forma o membrana lipidica artificiala, ce va deservi ca suport pentru
nanoporul proteic (Fig. I1. 1. A), zoom in). Pentru a spori coeficientul de hidrofobicitate
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al filmului de Teflon, cat si pentru a diminua deformérile mecanice rezultate din
generarea orificiului, acesta este pre-tratat pe fiecare laturd cu o picdtura de solutie
hexadecan-pentan (10%, v/v), inainte de fiecare experiment.

Membrana lipidica artificiald se realizeaza utilizind metoda Montal-Mueller
[72], al cérei principiu de formare are la bazi caracterul amfifatic al fosfolipidelor din
care este alcdtuit bistratul, fiind constituite dintr-un capat polar hidrofil si doud cozi
hidrofobe (Fig. 11. 1. B).

Dupa obtinerea unui bistrat lipidic stabil, protocolul experimental se continua
prin adaugarea, Tn partea ‘cis’, a unui volum mic (~ 0,5 - 2 pl) din solutia monomerica
de proteina a-HL (Sigma-Aldrich, Germania) de concentratie controlata, stocul fiind
realizat in 0,5 M KCIl. Insertia ulterioard in membrana lipidica si formarea unui singur
nanopor proteic de a-HL este observatd prin cresterea intensitatii curentului ionic
transmembranar, ce apare ca urmare a aplicarii unei diferente de potential.

Moleculele de interes biologic studiate in cadrul acestei lucrari, detaliate in
sectiunile urmatoare aferente studiului, au fost adaugate fie in partea ‘cis’, fie In partea
‘trans’ a membranei si s-au monitorizat fluctuatiile curentului ionic aparute datorita
interactiunii analitului cu nanoporul de a-HL inserat in bistratul lipidic, in urma aplicarii
diferentelor de potential de diferite valori.

CAPITOLUL III. Rezultate experimentale si discutii

II1. 1. Investigarea la nanoscali a dendrimerilor PAMAM de generatie

mica

Necesitatea de a imbunatati eficacitatea medicamentelor utilizate pentru a trata
o varietate de boli (infectii, cancere etc.) si de a facilita transportul moleculelor
terapeutice catre celulele tintd (peptide, anticorpi, ADN etc.) a condus la dezvoltarea
unor sisteme de transport care sd permitd un control mai mare asupra concentratiei
substantei active eliberate si o localizare mai precisa a tintei acesteia, precum si
limitarea nivelului de toxicitate la minimum.

Unele dintre cele mai studiate macromolecule Tn acest sens, din ultimul timp,
sunt dendrimerii. Dendrimerii sunt configuratii nanopolimerice sintetice, cu o structura
tridimensionald globulara. Reactia de sinteza a acestor molecule permite crearea unei
structuri ramificate cu plasarea precisa a unor grupari functionale la capetele acestora.
[74] Polimerii dendrimerici fac parte dintr-o categorie relativ noud de sisteme de
transport a medicamentelor cu multiple aplicatii In domeniul biomedical, iar una dintre
contributiile majore ale acestor molecule vizeazd Tmbunatitirea solubilitatii
medicamentelor. [75]
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Scopul acestui studiu este investigarea la nanoscald a unor dendrimeri
PAMAM de generatie micd cu ajutorul unui nanopor proteic de a-HL. Mai mult decét
atat, pentru a studia comportamentul dendrimerilor in spatii mult mai mici, am propus
utilizarea unui adaptor molecular (e.i., y-ciclodextrina, notat y — CD) care are rolul de a
micsora diametrul nanoporului.

111. 1. 1. Caracteristici structurale si functionale ale dendrimerilor

Structura generali, metode de sintezi si proprietati fizico-chimice ale
dendrimerilor

Dendrimerii PAMAM sunt macromolecule sferice de dimensiuni nanometrice
sintetizate in laborator [74] ce prezinta trei componente structurale (Fig. 111. 1. 1): (1)
un nucleu central multifunctional compus o moleculd de etilendiamina; (2) structura
dendriticd internd formatd din straturi concentrice ramificate constituite din unitati
chimice repetitive (amidoamine) si (3) grupari functionale terminale (amine tertiare),
aflate la suprafata exteriorara a structurii polimerilor. Aceste componente arhitecturale
sunt foarte importante pentru stabilirea proprietatilor macromoleculelor dendritice,
inclusiv caracterul de monodispersitate, dimensiunile nanometrice, forma, masa molara
si stabilitate. [76]

Amine
N\, tertiare

£
ot

M K
3

amino
terminale

@NV J iiiii _1
Z grupiri L Im % ’G =2

Fig. I11. 1. 1: Reprezentarea elementelor structurale ale unui dendrimer PAMAM
ce contine un nucleu central de etilendiamina, care apoi se ramificd in amine tertiare,
dand nastere unor generatii superioare (G1, G2). La suprafata sa, molecula dendrimerica
contine un anumit numar Z de grupari amino terminale.
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Aplicatii biotehnologice

Dendrimerii sunt explorati pentru potentiale aplicatii medicale, acestia putand
fi utilizati ca si sisteme de livrare versatile a unor molecule bioactive (medicamente,
gene, agenti de contrast pentru imagisticd s.a.) datoritd proprietatilor unice precum
structura ramificatd, suprafata multifunctionald, dimensiunile reduse, un grad mare de
solubilitate In apa, polivalenta si masa moleculard precisa. Alte caracteristici ale
dendrimerilor ce au fost luate in considerare pentru dezvoltarea aplicatiilor
biotehnologice sunt: o mare capacitate de captare a medicamentelor, interactiunea cu
bistratul lipidic, potential de livrare tintitd, timpul de retentie in sange, filtrare,
internalizare intracelulara, biodistribuire si o buna stabilitate biologica.

I11. 1. 2. Investigarea unor dendrimeri PAMAM de generatie micd in spatii
nanometrice

Tn cadrul acestui studiu, in partea trans a cuvei experimentale, ce contine
solutia electrofiziologica 2 M KCl mentinuta la pH = 7 cu solutie buffer 10 mM HEPES,
am adaugat diferite concentratii (300-1200 pM) din solutia stoc de dendrimeri PAMAM
G1 (20 mM), solubilizati in metanol. Aceste molecule prezinta la periferie opt grupari
functionale amino ce dau o sarcind electrica netd pozitiv, in solutie la pH neutru.
Masuritorile au fost efectuate prin aplicarea unor diferente de potential pozitive de 0
parte si cealaltd a membranei, ceea ce va determina transportul mediat electroforetic a
dendrimerilor prin nanopori.

Investigarea moleculelor in spatii nanometrice are o importanta deosebitd
pentru elucidarea mecanismelor de transport prin nanopori, intrucat prezinta mai multe
constrangeri de naturd fizica decat miscarea in volumul solutiei. Mai mult decét atat,
diametrul si implicit conductanta porului a-HL poate fi modificata prin adaugarea unui
adaptor molecular numit gama-ciclodextrina (y-CD) ce blocheaza temporar nanoporul
in zona de constrictie, reducand totodata interactiunile electrostatice dintre aminoacizii
incarcati electric din aceasta zona si moleculele aflate in vecinatate. [10], [77] Structura
moleculard si dimensiunile adaptorului molecular utilizat sunt expuse in Fig. I11. 1. 2.
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Fig. 111. 1. 2: Structura moleculard si caracteristicile dimensionale ale adaptorului
molecular gama ciclodextrina.

111. 1. 3. Cinetica de interactiune a dendrimerilor PAMAM G1 cu nanoporul de
a-HL si un adaptor molecular y-CD

Dupa adaugarea in regiunea trans a 30 UM y-CD, se observa blocarca
reversibild a curentului ionic prin nanopor datoritd captarii adaptorului molecular in
interiorul lumenului, formandu-se astfel sistemul hibrid a-HLey-CD utilizat pentru
investigarea dendrimerilor PAMAM G1 1in diferite concentratii.

in urma acestor experimente se observa doui tipuri de evenimente de blocaj
distincte, cu amprenta specificd in curentul ionic inregistrat: i) blocaje cauzate de
interactiunea directd dintre dendrimerul PAMAM G1 si nanoporul liber de o-HL,
caracterizate de timpul mediu de blocare *orr (Fig. I11. 1. 3. 1.) si ii) blocaje produse
de interactiunea dintre PAMAM Gl si porul hibrid a-HLey-CD, atunci cand adaptorul
molecular este imobilizat temporar Tn canalul proteic, caracterizate de timpul mediu de
blocare 7°orr (Fig. I11. 1. 3. 11.). Intervalul de timp dintre dou#i evenimente succesive
este notat cu *on Tn primul caz, respectiv on Tn cel de-al doilea.
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Fig. 111. 1. 3: Inregistriri originale ale curentului ionic ce ilustreazi exemple de

evenimente de blocaj corespunzitoare interactiunii reversibile a dendrimerilor
PAMAM G1 (600 uM) cu nanoporul de a-HL (1), respectiv cu nanoporul hibrid a-HL ey-
CD (I1), la aplicarea unei diferente de potential pozitiva.

Din analiza statistica a parametrilor specifici celor doua tipuri de evenimente
de blocaj si utilizand relatiile definitorii (rateon = L/zon si rateorr = 1/7ore) am calculat
ratele de asociere (rateon”, respectiv rateon”) si disociere (rateore”, respectiv rateorr")
corespunzatoare.

Mai apoi, aceste rate de asociere si disociere au fost reprezentate in functie de
concentratia solutiei de dendrimeri PAMAM G1 (Fig. I11. 1. 4). Se observa ca ratele de
asociere depind direct proportional de concentratie (Fig. I1l. 1. 4. a si ¢), frecventa
evenimentelor de blocare atit a nanoporului de a-HL, cat si a nanoporului hibrid -
HLey-CD, crescand odata cu cresterea concentratiei de dendrimer PAMAM G1. Pe de
alta parte, ratele de disociere nu depind de concentratie (Fig. I11. 1. 4. b si d), valoarea
acestora fiind aproximativ constanta.
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Fig. I11. 1. 4: Dependenta de concentratia dendrimerilor a ratelor de asociere (a,c) si

disociere (b,d) care caracterizeaza interactiunea reversibila dintre PAMAM G 1 si porul
de a-HL (sus), respectiv porul hibrid a-HLe*y-CD (jos), in urma aplicarii diferentei de
potential pozitiva.

Tn ceea ce priveste durata blocajelor, timpul de disociere zore” scade cu
cresterea diferentei de potential aplicata pentru interactiunea PAMAM G1 cu nanoporul
de o-HL (Fig. I1I. 1. 5. a), respectiv timpul mediu zorr™ creste cu AV pentru
interactiunea PAMAM G1 cu porul hibrid a-HLey-CD (Fig. 11l. 1. 5. b). Aceste
rezultate indica faptul ca dendrimerii PAMAM G1 transloca prin porul liber de a-HL
din partea trans (unde au fost adaugati), in partea cis a sistemului experimental. Pe de
alta parte, din cauza diametrului redus al nanoporului hibrid a-HLey-CD, PAMAM G1
patrunde pand in lumenul a-HL blocdndu-l temporar, insa nu are capacitatea de a
transloca de partea cealaltd a membranei lipidice, intorcdndu-se Tn partea trans.
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Fig. I11. 1. 5: Dependenta de diferenta de potential aplicati a timpilor de disociere

care caracterizeazad interactiunea reversibila dintre PAMAM G1 (600 uM) si porul de
a-HL (a), respectiv porul hibrid a-HL+y-CD (b).

III. 1. 4. Determiniri volumetrice ale PAMAM G1 in interiorul unor cavitati
nanometrice

O alta directie de interes a acestui studiu a fost aflarea volumului pe care il
ocupa un singur dendrimer PAMAM Gl 1in interiorul nanoporului cu dimensiuni
nanometrice.

Analizdnd evenimentele de blocaj specifice interactiunii dendrimerilor
PAMAM G1 cu y-CD, observate in inregistrarile electrofiziologice de curent ionic, am
determinat volumul moleculelor.

Astfel, din determindrile efectuate am obtinut valoarea J = 3.061 nm? pentru
volumul ocupat de PAMAM G1 1n interiorul lumenului nanoporului a-HL. Aceasta
valoare ar corespunde unei molecule dendrimerice deshidratate aflatd in interiorul
canalului, al carei volum l-am calculat in aplicatia de modelare moleculard HyperChem
ce utilizeazi raza Van der Waals a atomilor constituenti (dw = 4.459 nm®).
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Concluzii

> 1In cadrul acestui studiu, am identificat trei tipuri distincte de blocaje ale
nanoporului de a-HL utilizat: (i) dendrimerul PAMAM G1 in interiorul
nanoporului proteic, (ii) adaptorul molecular in interiorul porului si (iii)
dendrimerul in interiorul y-CD.

» Analiza statistica a interactiunii dendrimerului PAMAM G1, fie cu nanoporul
de o-HL sau cu y-CD a aratat o cineticd mai rapida pentru cel din urma caz. De
asemenea, am observat ca dendrimerul PAMAM Gl translocé prin nanoporul
de 0-HL, insa atasarea unui adaptor molecular de y-CD fn interiorul porului nu
permite trecerea dendrimerului.

» De asemenea, am calculat volumul ocupat de dendrimer in interiorul y-CD, al
carei valori este similard cu cea obtinuta in programul Hyperchem, pentru o
moleculd deshidratata.

» Elucidarea comportamentului dendrimerilor in fata unor constrangeri spatiale
reprezintd un interes fundamental intrucat aceste molecule incércate cu diverse
substante bioactive sunt blocate sau trec frecvent prin canale biologice de
dimensiuni nanometrice; scopul final fiind dezvoltarea unor aplicatii
biomedicale eficiente Tn transportul medicamentelor.
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II1. 2. Studiul comparativ, la nivel de singura molecula, al mecanismului

de hibridizare a duplecsilor ADN-PNA si ADN-PNA conjugat cu o coadi

de poliarginine

Tn mod cronologic, proteina homo-heptamericd a-hemolizina (a-HL) a fost
prima ca eficientd in timp si cu o abordare rentabila, ce a facut posibila spectroscopia
de forta, la nivel de singurd moleculd, bazata pe utilizarea unui nanopor proteic (tehnica
NFS) [79]-[82]. Aceasta tehnica cuprinde urmatorii pasi, reprezentati schematic in Fig.
I11. 2. 1: 1) un compus molecular incarcat electric, cum este si duplexul ADN-PNA,
este dirijat electroforetic spre nanopor, prin interactiuni cu diferenta de potential electric
aplicat de-a lungul nanoporului; 2) odata ce este capturata la gura nanoporului, molecula
este mai departe atrasa in regiunea internd a porului; 3) intrucat diametrul moleculei
este mai mare decét diametrul porului (la intrarea Tn por sau oriunde de-a lungul
volumului intern), procesul de translocare va fi intrerupt; 4) in zona de contact dintre
molecula blocata si nanopor, forta electroforetica aplicatd pe moleculd duce la aparitia
unei forte mecanice orientatd in sens opus, care, concomitent cu forta electrica, poate
duce la ruperea compusului molecular.

cis(-)
s

trans (+) cl

| !
2N 1 b seecty N _‘ 5 sees

complex unzip

Forta electroforetica

1(pA)
=
=

e - |
Torr T |V
L E
Torr
t(s)
Fig. l11. 2. 1: Reprezentarea schematica a principiului tehnicii spectroscopia de forga

Parametrii ce descriu procesul prezentat sunt: timpul mediu de blocare a
vestibulului (tor£"), timpul mediu de blocare a lumenului (torrt), constanta de reactie
calculata ca fiind inversul timpului mediu de blocare (kgrr = 1/Tgrr), si amplitudinea
blocajului, Al, calculata ca diferenta dintre intensitatea curentului ionic inregistrat prin
por atunci cand este blocat si intensitatea curentului ionic prin porul liber.

Principala Intrebare care se pune in aceasta lucrare este: cat de relevanta pentru
procesul de desfacere a unui complex ADN-PNA blocat in interiorul vestibulului
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nanoporului de a-HL, este prezenta unui fragment de poliarginine atagat de PNA, ce
actioneaza ca o proeminenta situatd in afara porului permitand procesul in care ambele
capete sunt trase simultan in directii opuse? Datele obtinute din studiile comparative
demonstreaza ca nivelul curentului observat inainte, In timpul si dupd procesul de
desfacere atat a duplecsilor ADN-PNA simplu cat si ADN-PNA conjugat cu
poliarginine, a ramas similar, in timp ce cinetica desfacerii este diferita in mod
remarcabil in cele doud cazuri. De asemenea, am observat ca mecansimul procesului de
desfacere a duplexului precaptat in interiorul vestibulului nanoporului este distinct fata
de cazul in care procesul ar avea loc in apropierea intrarii in B-barrel.

I11. 2. 1. Caracteristici structurale si functionale ale acizilor peptido nucleici

Acizii peptido nucleici (PNA - ‘peptide nucleic acid’) sunt molecule artificiale
cu o structurd similara moleculelor de ADN, a caror schelet format de grupari pentoza-
fosfat din catena polinucleotidicd a fost inlocuit cu unititi de N-(2-aminoetil)glicina
unite prin legaturi peptidice, pe care sunt atasate nucleobazele (adenind, citozina,
guanind sau timind). [113]-[116] Structura chimicd a unei astfel de molecule este

reprezentatd in Fig. 111. 2. 2.
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Fig. I11. 2. 2: Structura chimicd a unei molecule de PNA, neutrd electric, formata din

grupdri N-(2-aminoetil)glicind, cu nuclobazele (B) atasate de acestea. Prin conventie,
capdtul amino este notat cu N, iar capdtul carboxil cu litera C. In partea dreaptd este
reprezentatd structura chimicd a unei molecule de ADN pentru comparatie. [117]

25



Moleculele de PNA sunt neutre din punct de vedere electric si sunt capabile sa
formeze duplecsi de tipul B cu molecule de ADN, prin legaturi de hidrogen intre
nucleobazele complementare, dupa regulile conventionale Watson-Crick [118].

Aplicatii biotehnologice ale acizilor peptido-nucleici

Datoritd proprietatilor fizico-chimice importante precum afinitate de
hibridizare mai mare, stabilitate termica insemnata, rezistenta la degradarea enzimatica,
moleculele de PNA prezinta un mare interes si potential pentru a fi utilizate in aplicatii
biotehnologice si biomedicale, ca de exemplu in diagnosticare moleculara si noi terapii
tintite care vizeaza gena (aplicatii antisens sau antigen, tratamente anti-cancer, terapia
genicd nonvirald). [119]-[121], [122], [123] De asemenea, pot fi utilizate in cercetare
pentru o buna intelegere a caracteristicilor structurale ce stau la baza proprietatilor unice
genetice ale ADN-ului, precum si ARN-ului. [37], [124]-[127], [29]

II. 2. 2. inregistrarea la nivel de singuri moleculi a amprentei dati de
interactiunea duplecsilor 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 secventa monocatenara alcatuita din 15 baze (cDNA) si
doua secvente de acid peptido-nucleic diferite, complementare cu cDNA: una neutra
din punct de vedere electric (BPNA) si una functionalizata cu o polipeptida de 10
arginine, oferindu-i un caracter cationic. Secventa primara a polinucleotidelor utilizate
este prezentata in Tabel I11. 1.

Tabel I11. 1: Secventa primara a polinucleotidelor utilizate in cadrul
experimentelor. Conform conventiei, capdtul N terminal al moleculei PNA este notat
cu 5’. Adaptat din [128].

Polinucleotidi Secventa primara Mw (g/mol)
cDNA 3'- CACTATATGCCACTA -5’ 4499
RPNA Ac-(R)10-5" - GTGATATACGGTGAT - 3’ 5760.9
BPNA 5 - GTGATATACGGTGAT -3’ 4156.9

Tn experimentele control, moleculele cDNA adiugate la cis (0.5 uM), sunt
transportate electroforetic si conduse in interiorul nanoporului de a-HL prin aplicarea
unei diferente de potential pozitiva, generandu-se astfel fluctuatii in semnalul electric
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nregistrat, care reflectd transportul de la cis la trans al unei singure molecule cDNA ce
intrd in vestibulul nanoporului (substarea V) si trece prin zona de constrictie in lumen
(substarea L) inainte de a parasi nanoporul in partea trans. (Fig. 111. 2. 3. b).

N

open

Fig. 111. 2. 3: Reprezentarea schematicd a interactiunii moleculelor de ¢cDNA cu
nanoporul de a-HL. a) inregistrare reprezentativa a fluctuatiilor curentului ionic ca
rezultat al interactiunii moleculelor de cDNA (0.5 uM), cu un singur por de a-HL, la
aplicarea unei diferente de potential. b) o moleculd de ADN este transportatd
electroforetic catre nanoporul de o-HL deschis (0O), este captata in vestibul (V) §i trece
inspre partea trans prin lumen (L). Cu t. se noteaza timpul de rezidentd a ¢cDNA in
lumenul porului, Tnainte de translocare in partea trans. Adaptat din [128].

Amprenta in semnalul electric Inregistrat, desi similara, data de interactiunea
reversibild a duplecsilor de cDNA-BPNA sau cDNA-RPNA cu un singur nanopor de a-
HL se deosebeste de cea care rezulta din interactiunea cDNA- a-HL, 1n ceea ce priveste
amplitudinea relativa a blocajelor si este ilustrata in Fig. 111. 2. 4. Dupa hibridizarea
moleculelor monocatenare de cDNA cu secvente complementare de BPNA sau RPNA
adaugate n partea cis a membranei lipidice, pentru un raport molar 1:10 (cDNA:PNA),
duplecsii formati sunt transportati la gura porului, la aplicarea unei diferente de potential
pozitiva. Evenimentele caracteristice complexului reflectd doua scenarii. In primul caz,
complexul cDNA-BPNA (Fig. I11. 2. 4. 1, a) sau cDNA-RPNA (Fig. Ill. 2. 4. 11, a)
este captat Tn vestibulul nanoporului dar se Tntoarce in partea cis, sugerand evenimente
de unzip nereusite cu durata ty. Tn cel de-al doilea caz, complexul cDNA-BPNA (Fig.
I11. 2. 4. 1, b) sau cDNA-RPNA (Fig. I11. 2. 4. 11, b) captat in vestibul Tncepe procesul
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de desfacere succesiva a legaturilor de hidrogen dintre nucleobaze pana la desfacerea
totald a acestora (proces de unzip reusit). in Fig. l11. 2. 4, ty_; reprezinti intervalul de
timp necesar pentru ca un singur duplex captat sa fie partial desfacut si sd permita
moleculei de cDNA sa patrunda in lumenul nanoporului, unde va parcurge un interval
de timp t_ inainte de a iesi in partea trans, moment Tn care duplexul cDNA-PNA va fi
complet desfacut.

1) a) b) <)
I (pA) 800,

300 pA

0.02s #oounts

Fig. 1ll. 2. 4: Reprezentarea evenimentelor de blocaj inregistrate ce reflecti
interactiunea complexului ¢cDNA-BPNA (1) sau cDNA-RPNA (II) cu a-HL, la
aplicarea unei diferente de potential pozitiva: a) evenimente de unzip a duplexului
nereusite, b) evenimente de unzip reusite, c) histograme de amplitudine a fluctuatiilor
de curent Tnregistrat. [128]

Substarea “V’ este atribuitd blocajului dat de duplexul DNA-PNA (diametrul
de ~ 2.3 nm [130]) ce ocupa vestibulul nanoporului. Din considerente geometrice,
oricare dintre cele doua tipuri de duplex este exclus de la trecerea prin regiunea de
constrictie a nanoporului catre lumen. Descresterea abrupta a conductantei electrice care
se observd intr-un spike la finalul amprentei, substare notata cu ‘L’ (Fig. 111. 2. 4),
corespunde moleculei de cDNA ce este desfacuta de duplex si transportata electroforetic
prin lumenul nanoporului.

IIL. 2. 3. Cinetica interactiunii duplexului cDNA-PNA cu nanoporul de a-HL

Duplexul cDNA-PNA se dehibridizeaza in interiorul porului conform unui
model cinetic predominant si a fost sugeratd o schema bazata pe o reactie cu mai multe
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stari separate, in care tranzitiile sunt reprezentate de constante de reactie pentru a
intelege acest model.

In cadrul descrierii Markoviene, inlantuirea evenimentelor cinetice sugerate in

Fig. I11. 2. 5. ¢, este corespunzitoare modelului prezentat in Fig. 111. 2. 5. d.
a) b)
- ‘l + - + = e $ oo |
5 ‘_. - 40 — gy
: 5 1. [
i o Uy , Jd [y
c)
S = T — | e | — | e | — =S | — i
: o] " : VL L u o
d) :
ko\l k\ll kI.IJ kUO
O=—=V L U o)
Fig. I1l. 2. 5: Reprezentarea schematici a modelului cinetic de interactiune a

duplexului cDNA-PNA cu nanoporul de e-HL. [128]

In aceastd schema, Kov si Kvo sunt constantele de reactie de asociere si,
respectiv, disociere, corespunzatoare captarii reversibile a duplexului in interiorul
vestibulului nanoporului, fard desfacerea acestuia; Kv. este constanta de reactie ce
caracterizeaza patrunderea ireversibild in lumenul nanoporului a unei molecule cDNA
partial desfacutd de duplex, kiu reprezinta constanta de reactie ce descrie desfacerea
completd a cDNA, ce are loc in interiorul lumenului, kuo descrie cinetica de disociere
de catre nanopor si trecere 1in partea trans prin lumen a moleculei cDNA complet
desfacuta.

Expresia ce descrie media timpilor t. (timpul in care sistemul se afla in
substarile L si U Tnainte de iesirea in substarea O) este:

A (111.8)
k kLU kUO l

Ceea ce am observat este ca translocarea electroforetica a unei molecule de
cDNA libera (caracterizatd de constanta de reactie kuo) este mai rapida decat desfacerea
moleculei din duplex (caracterizatd de constanta de reactie kL), prin urmare, valoarea
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medie a timpilor t. masurati din inregistrarile prezentate in Fig. I11. 2. 4 este data de

. . . . . — 1
cinetica de desfacere a moleculei cDNA si nu de translocarea acesteia ( t; = k—).
LU

Cunoscand valorile medii ale timpilor t. calculate pentru duplecsii cDNA-RPNA si
cDNA-BPNA si valoarea constantei de reactie kuo estimatd din analiza statistica a
timpului mediu de rezidentd in lumenul nanoporului a unei molecule cDNA libera,
nregistrat la diferite diferente de potential, se poate face o comparatie calitativa intre
constantele de reactie (kiu) ce descriu desfacerea completd fie a duplecsilor cDNA-
BPNA, fie cDNA-RPNA, la diferite potentiale. In Fig. I11. 2. 6. @) Se observa ci
constanta de reactie k_y este mai mare pentru desfacerea duplexului cDNA-RPNA (),
comparativ cu cea pentru duplexul cDNA-BPNA (m).

a) b)
E + e
3007 4 Ky cDNA-BPNA
@ k_y cDNA-RPNA
 cDNA |
= 200 ¢
&
|
27 100+ .
® m texo-
ad , G
o 8 » e AG,
T T T T - )
170 180 190 200 het [ /=<
el
AV (mV)
Fig. 111. 2. 6: @) Variatia constantei de reactie kLu ce descrie desfacerea completi a

duplexului cDNA-PNA, in functie de diferenta de potential aplicatd; b) reprezentarea
schematica a influentei cozii de arginine atasati moleculei PNA, asupra energiei
libera de desfacere a duplexului.

Prezenta cozii de arginine in cazul duplexului cDNA-RPNA asigura existenta
celor doud forte orientate in sens opus ce actioneazd asupra duplexului (forta

electroforetica, ﬁe_m resimtitd de molecula cDNA, respectiv forta electrica de la gura

porului, ﬁgj resimtitd de molecula RPNA) datoritd diferentei de potential aplicata.
Datorita acestui fenomen, energia libera de desfacere a duplexului cDNA-RPNA (AG.,)
este mai redusa decat in cazul duplexului cDNA-BPNA (AG,).
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Concluzii

» Experimentele de electrofiziologie au permis studiul comparativ, la nivel de singura
molecula, a mecanismelor de desfacere a duplexului ADN-PNA, cu si fara prezenta
cozii de arginine atasatd moleculei PNA, in interiorul porului proteic a-HL.

» Interpretarea fluctuatiilor de curent ionic asociate interactiunii specifica duplexului
ADN-PNA arata ca procesul de desfacere incepe in vestibulul nanoporului, dar
continud cu patrunderea in lumen a moleculei cDNA si cu translocarea ulterioara a
acesteia.

» Prezenta in apropierea vestibulului a cozii de poliarginine atasatd moleculei de
PNA faciliteaza procesul de desfacere a duplexului ADN-PNA. Studiul oferd o
buna intelegere si o optimizare a mecanismului de desfacere a duplexului blocat in
vestibul, in fata zonei de constrictie, sub actiunea fortelor electroforetice care
actioneaza asupra ambelor capete ale duplexului.

» Cunoasterea noilor aspecte permit dezvoltarea unor tehnici mai eficiente, fara
marcatori si cu minimul necesar de materiale, pentru investigarea unor procese
precum disocierea si stabilitatea complecsilor de acizi nucleici.
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II1. 3. Studiul influentei tiriei ionice asupra interactiunii moleculelor de
ADN si PNA cu ajutorul tehnicii electrofiziologice la nivel de singura
molecula

Aceasta tema de cercetare presupune studiul comparativ la nivel unimolecular
al detectiei unor secvente monocatenare scurte de ADN (ssDNA), cu ajutorul unor
secvente complementare de PNA conjugate cu un lant de poliarginine (poly(Arg)-
PNA), utilizand tehnica de electrofiziologie moleculard bazata pe nanoporul proteic de
a-hemolizind, in conditii de tarii ionice diferite.

Acest studiu urméreste determinarea factorilor si a modului de influentd a
acestora asupra detectiei moleculelor de ADN cu scopul de intelege interconexiunea
dintre interactiunile electrostatice nespecifice si legaturile de hidrogen, precum si
optimizarea acestei tehnici pentru detectia ADN-ului.

In cadrul acestei lucriri s-au realizat seturi diferite de experimente, in care s-a
utilizat solutie electrofiziologica de diferite concentratii: 0.5 M, 1M sau 3 M KCl,
mentinuta la pH cu valoarea apropiata de cea fiziologica (pH ~ 7.1) cu solutie buffer 10
mM HEPES. Secventele de PNA utilizate in acest studiu sunt conjugate cu un lant
polipeptidic de diferite lungimi, ce contin 9 sau 13 arginine, denumite (Arg)e-PNA,
respectiv (Arg)13-PNA. Pentru a investiga hibdridizarea duplecsilor cu ADN-ul tint, s-
au utilizat secvente specifice de ssDNA cu o portiune complementara secventei de PNA.
Secventa primara ale acestor polinucleotide este afisatd in Tabel 111. 2.

Tabel 111. 2: Secventa polinucleotidelor utilizate in acest studiu si masa molecularad a
acestora. Segmentul subliniat din secventa ssDNA reprezinta portiunea complementara
fragmentelor de PNA. Adaptat din [233].

Polinucleotidi Secventa primarid Mw
(g/mol)
Poly(Arg)- (Arg)o-PNA CTTTTGGTGT-Arg9 | 4145.3
PNA (Arg)1-PNA GTTTGTTCTG-Argl3 | 4770
[N—C]
sSDNA cDNA((Arg)e- ACACCAAAAGATCACATTGG | 6104
[5°—3’] PNA)
cDNA((Arg)1s- CAGAACAAACCCAAGGAAAT | 6122
PNA)
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III. 3. 1. Efectele concentratiei de sare asupra interactiunii moleculelor de
poly(Arg)-PNA cu nanoporul

In prima etapa, in regiunea trans a cuvei experimentale s-au adaugat secvente
de poly(Arg)-PNA 1in concentratic 4 pM. Cu ajutorul celor doi electrozi imersati in
solutia electrolitica din cele doud regiuni ale cuvei BLM, s-au inregistrat fluctuatiile
curentului ionic datorate interactiunii moleculelor cu nanoporul de a-HL, Tn urma
aplicarii unei diferente de potential pozitiva.

Tn Fig. 111. 3. 1 sunt ilustrate o selectie de inregistrari reprezentative pentru
fiecare set de experimente, ce ilustreaza interactiunea secventelor (Arg)s-PNA (Fig. I11.
3. 1, a-c), respectiv (Arg)1z-PNA (Fig. I11. 3. 1, d-f), cu nanoporul a-HL, in functie de
concentratia de sare utilizata. In histogramele alaturate se poate observa curentul ionic
prin nanoporul liber, Infatisat prin substarea ‘O’, iar substarea ‘B’ constituita din doua
niveluri (vizibile mai bine n Fig. 111. 3. 1, b-e) sugereaza blocarea curentului ionic
indusa de prezenta fragmentului PNA neutru, precum si a cozii cationice de arginine in
interiorul nanoporului.

IMEKCI 1 MKCI Q.5 MKCI
a) (Arg)g-PNA b) (Arg);-PNA c) (Arg)y PNA
1s 18 1s
200 pAI 150 pAI_
T —— 0
el g -1 ‘ LE
0015 0015
EDOpAI. - ’_, 150paf
o —
- ) A-G” 0 ¥ i 300
L S l |
L!-Lw —E T
10010t 100 10 100 100 10 107 10° 100 10°
# Counts # Counts. # Counts
d) (Arg),s-PNA e) ; (Arg),s-PNA f) (Arg),s-PNA
s
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& Counts.

Fig. 111. 3. 1: Inregistriri reprezentative pentru interactiunea reversibili a poly(Arg)-
PNA, utilizand tehnica de electrofiziologie, in conditii de tirie ionicd diferite: 3M, IM
5i 0.5 M KCI. Adaptat din [233].
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In continuare, am realizat analiza statistici a valorilor determinate pentru
parametrii caracteristici interactiunii moleculelor poly(Arg)-PNA cu lumenul
nanoporului de o-HL.

Modificiri conformationale ale poly(Arg)-PNA induse de concentratia de sare

Pentru a determina Insemnatatea modificarilor conformationale induse de taria
ionicd asupra secventelor de poly(Arg)-PNA, se mésoard volumul dislocuit din nanopor
in prezenta moleculelor si efectele concentratiei de sare asupra valorilor.

Conform modelului expus n subcapitolul 1.2, un analit captat in interiorul unui
nanopor determind o reducere a curentului ionic prin nanopor direct proportionald cu
volumul de electrolit dislocuit. Din acest formalism simplificat se poate deduce cé o
molecula cu dimensiuni mai mari va dislocui un volum mai mare de solutie electrolitica
din interiorul nanoporului, ceea ce rezulta intr-un blocaj marit (Alpieck Mai mare). De
asemenea, amplitudinea relativa a blocajelor (Alpiock/lo) rdmane constanta atunci cand
variaza potentialul.

TnFig. 1. 3. 2 este ilustratd analiza amplitudinii relative a blocajelor de curent
ionic prin nanoporul de a-HL generate de prezenta moleculelor (Arg)e-PNA (Fig. 111.
3. 2. a), respectiv (Arg)is-PNA (Fig. I11. 3. 2. b), in timpul translocarii prin acesta. Pe
baza datelor obtinute, se poate observa ca in solutia electrolitica ce contine 3 M KCl
blocajul produs de secventa mai scurtd, (Arg)e-PNA, are o valoare usor mai mica, in
comparatie cu (Arg)13-PNA. Indiferent de concentratia de sare, valorile blocajului
relativ sunt invariabile la schimbarea potentialului, acest rezultat indicdnd cd in
interiorul nanoporului conformatia secventelor poly(Arg)-PNA este neafectata de
diferenta de potential aplicata.

a) b) _
(Arg)-PNA e i (Arg),-PNA @ Thko
A 05MKD A 0s5MKCI
06 06
- o .
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Fig. 1. 3. 2: Variatia blocajului relativ de curent (Alviock/lo) pentru (Arg)s-PNA (a)
si (Arg)13-PNA (b) in functie de diferenta de potential aplicatd, la diferite concentratii
de sare utilizati (3 M, IM, respectiv 0.5 M KCl). [233]
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De remarcat faptul ca rezultatele arata ca volumele dislocuite de moleculele
(Arg)e-PNA si (Arg)1s-PNA captate in nanopor, care sunt in stransa legétura cu valorile
amplitudinilor relative a blocajelor, descresc atunci cand concentratia de sare este
redusd. Ca o completare adusd concluziilor obtinute din analiza cinetica realizatd mai
sus, acest volum dislocuit redus este atribuit Th primul rand conformatiei mai extinse a
lantului de poliarginine la o tirie ionicd mica, rezultata din interactiunile repulsive dintre
aminoacizi intensificate.

I11. 3. 2. Efectele concentratiei de sare asupra interactiunii duplecsilor poly(Arg)-
PNA-DNA cu nanoporul

Tn cele ce urmeazi, am investigat la nivel de singurd moleculd predispozitia
formarii duplecsilor dintre molecule poly(Arg)-PNA si secvente monocatenare de
ADN, in functie de téria ionica a electrolitului utilizat. Pentru aceasta etapa, in regiunea
trans ce contine poly(Arg)-PNA (4 uM) se adaugd 8 pM ssDNA a ciror structurd
contine o regiune complementara cu fragmentul de PNA (Tabel I11. 2). Astfel, prin
procesul de hibridizare se vor forma complecsi moleculari cu o structurd de macrodipol,
divizata in sectiuni separate: un domeniu complementar si doud capete cu sarcini
electrice diferite ce provin de la aminoacizii (Arg) din PNA, pe de-o parte si de la
portiunea ramasd nehibridizata din secventa ssDNA tinta, pe de-altd parte. Avand
ambele capete de tipul unei structuri monocatenare, captarea duplexului Tn interiorul
lumenului se considera a fi facilitata.

In acest studiu, plecim de la presupunerea ci o solutie electrolitica cu tarie
ionicd mica ar avea un impact negativ asupra starii de hibridizare intre perechele de
nucleobaze ale duplecsilor, drept urmare, aceste structuri devin nefavorabile. Mai mult
decat atat, este stiut ca are loc crearea unor complecsi poly(Arg)-DNA cu structurad
destabilizata (‘colapsati’), datoritd densitatii de sarcina efectiva crescutd, cauzata de
scdderea ecranizarii mediatd de electrolit si intensificarea rezultatd a atractiei
electrostatice nespecifice dintre catena de ssDNA si lantul de poliarginine. [240]

Rezultatele experimentale prezentate Tn Fig. 111. 3. 3 demonstreaza viabilitatea
utilizarii nregistrilor electrice realizate cu ajutorul unui nanopor pentru a urmari
formarea duplecsilor (Arg)s-PNA-DNA (Fig. I11. 3. 3, a-¢) si (Arg)13-PNA-DNA (Fig.
111. 3. 3, d-f), dependenta de taria ionica a mediului.
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Fig. 111. 3. 3: Inregistriri reprezentative pentru detectia duplecsilor poly(Arg)-PNA-
DNA, utilizind tehnica de electrofiziologie, in conditii de tirie ionica diferite: 3M,
IM 5i 0.5 M KCI. [233]

La aplicarea unei diferente de potential pozitive, moleculele cationice
poly(Arg)-PNA nehibridizate si complecsii poly(Arg)-PNA-DNA cu structurd de
macrodipol vor fi transportate la gura nanoporului, datoritd interactiunilor
electroforetice, respectiv dielectroforetice [241]. Cele doua tipuri de structuri
moleculare produc semnale caracteristice diferite atunci cand interactioneazd cu
nanoporul, datoritd incércarii electrice si volumelor distincte; aceste substari de blocaj
sunt notate aici ‘B’, caracteristice pentru poly(Arg)-PNA, respectiv ‘Byq’ pentru
poly(Arg)-PNA-DNA (Fig. 11l. 3. 3). Intrucat complecsii poly(Arg)-PNA-DNA
formati prin interactiune electrostatica detin o sarcind electricd neta negativa, este
probabil ca acestia sa nu fie captati la gura nanoporului (trans), Tncarcata electric
negativ.

Modul de interactiune al moleculelor cu nanoporul, in solutii electrolitice cu
tarii ionice diferite, este reprodus schematic in Fig. I11. 3. 4.
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Fig. I11. 3. 4: Interactiunea duplecsilor poly(Arg)-PNA-DNA cu nanoporul, in solutii
electrolitice cu tarie ionicd mare (a), respectiv mica (b). [233]

Absenta evenimentelor de blocaj caracteristice captarii duplexului la intrarea
n nanopor, indicate de substarea ‘Bq’ (Fig. I11. 3. 3, a-b), sugereaza faptul ca, in solutie
salind (KCI) de concentratie 0.5 M, captarea si/sau formarea duplecsilor (Arg)s-PNA-
DNA au contenit (Fig. I11. 3. 3, ¢). Totodata, captarea duplecsilor (Arg)1s-PNA-DNA
este discernabila la toate concentratiile de sare investigate (Fig. 111. 3. 3, d-f).

Rezultatele noastre demonstreaza capacitatea tehnicii la nivel de singura
moleculd de a identifica tendinta de Tmperechere a nucleobazelor si separarea de faza a
mixturii de oligonucleotide complementare, procese ce sunt mediate electrostatic si
dependente de taria ionicd a mediului.

III. 3. 3. Monitorizarea la nivel de singura moleculd a formarii
complecsilor poly(Arg)-PNA-DNA nespecifici

in continuare, am folosit o noud abordare experimentald pentru a incerca
vizualizarea in timp real, la nivel de singurd moleculd, a formarii complecsilor
poly(Arg)-PNA-DNA in conditii de sare cu tarie ionica scazuta. Acest lucru a fost facut
pentru a intdri constatarile referitoare la existenta unor stari moleculare distincte
asociate complecsilor in solutii cu concetratie mare de sare (formati prin hibridizare) si,
respectiv, cu concentratie scazuta (nespecifici, a caror formare este determinata de forte
electrostatice). Strategia urmatoare se bazeazd pe utilizarea nanoporului a-HL ca
nanoreactor pentru a investiga reactiile chimice dintre reactanti separati spatial. [242]

Tn cadrul acestor experimente am utilizat secvente de (Arg)e-PNA si secvente
complementare de sSDNA (cDNA((Arg)e-PNA)), adaugate separat in cele doud
compartimente ale cuvei BLM. Am presupus cé atunci cand moleculele (Arg)s-PNA
sunt adaugate de partea trans, respectiv cele de cONA((Arg)s-PNA) de partea cis a unui
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singur nanopor inserat Intr-o membrana, la aplicarea unei diferente de potential pozitive
in raport cu electrodul legat la masa, captarea acestora s-ar petrece in timpul aceluiasi
experiment, datoritd electricititii opuse a structurilor (Fig. Ill. 3. 5). Prin urmare,
emitem ipoteza, pe baza statisticilor si probabilitatilor, cd in aceste circumstante
nanoporul ar putea in cele din urma sa capteze concomitent atat fragmente individuale
de poly(Arg)-PNA, cat si ssDNA. In acest caz, propunem ci daci asupra ambelor
molecule capturate in interiorul nanoporului, actioneaza forte destul de puternice, pe
masura ce se deplaseaza in directii opuse si se intalnesc in vestibul, atunci se va forma
un complex ce va determina aparitia unui blocaj distinctiv in curentul ionic Tnregistrat.
Rezultatele experimentale obtinute confirmd scenariul mentionat. intr-o
soluttie electrolitica KCl de concentratie 3 M, secventele cDNA((Arg)s-PNA) adaugate
lacissi cele de (Arg)s-PNA adaugate la trans interactioneaza independent cu nanoporul,
avand fiecare o amprenta caracteristica In semnalul ionic inregistrat, asa cum se indica
in Fig. I11. 3. 5, 1. a-d. Evenimentele de blocaj specifice sunt notate cu lconaw), lconaq),
respectiv liarge-ena. Existenta unui duplex in interiorul nanoporului, format in urma
captarii simultane a unor astfel de fragmente moleculare, este de scurta durata, in pofida
complementaritatii bazelor de pe cele doud secvente. Complexul probabil ca este
instabil din cauza fortelor electrice existente experimentate in interiorul nanoporului,
iar evenimentul de blocare nu este detectabil la rezolutia dispozitivului experimental.
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Fig. 111. 3. 5: Inregistrdri electrofiziologice reprezentative pentru a pune in evidentd
producerea complecsilor poly(Arg)-PNA-DNA colapsati, cauzati de concentratia
scdzutd de sare. [233]
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Pe de alta parte, in experimentele realizate in aceleasi conditii (CDNA((Arg)e-
PNA) adédugat in regiunea cis, iar (Arg)e-PNA adaugat ulterior in trans ), dar ntr-o
solutie cu concentratia de sare mai mica (0.5 M KCI), s-a observat un tip nou de
evenimente de blocare, ilustrat in Fig. I11. 3. 5. I1). Dupa cum se poate remarca, aceste
evenimente incep cu un blocaj mai mare (lcoliapsed), $i se continud cu doud substiri
consecutive diferite (1" si I¥). Pentru a efectua o comparatie precisi, am analizat
evenimentele de blocare date de interactiunea cu nanoporul a secventelor cONA((Arg)e-
PNA) adaugate in cis (Fig. I11. 3. 5. 11. &), precum si cele aparute dupi aditia in trans a
fragmentelor (Arg)e-PNA (Fig. 111. 3. 5. 11. b).

Captarea concomitentd a moleculelor de CDNA((Arg)s-PNA) si (Arg)e-PNA
in conditii de sare cu térie ionicd mica poate duce in cele din urma la evenimente de
coliziune in vestibulul nanoporului. Reprezentarea schematica a procesului este redata
in Fig. I11. 3. 5. 11. c. Actiunea fortei electrice, in sens opus complexului, va contribui
la disocierea acestuia. Compusii vor fi eliberati, fragmentul (Arg)s-PNA Tn partea cis,
iar catena de ssDNA va transloca prin vestibulul si lumenul nanoporului in partea trans.
Se presupune ca substarile ‘*’, respectiv ‘#’ evidentiaza aceastd translocare, fiind
confirmat de valorile apropiate ale blocajelor relative (Alepnagy/lo~ A"/l si Alconagy/lo
~ Al*lg).
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Concluzii

Experimentele de electrofiziologie au permis studiul, la nivel de singura molecula,
a influentei tariei ionice asupra interactiunii secventelor scurte de ssDNA si
fragmente de PNA functionalizate cu un lant de arginine (poly(Arg)-PNA), cu
ajutorul nanoporului proteic a-HL.

Am identificat amprenta specifica interactiunii moleculelor cationice de poly(Arg)-
PNA cu nanoporul, precum si a complecsilor poly(Arg)-PNA-DNA in medii cu
tarii ionice diferite, prin observarea tipurilor de evenimente care dezviluie etapele
procesului de dehibridizare in detaliu.

Concentratia solutiei electrofiziologice utilizatd influenteaza conformatia
fragmentelor de PNA, fiind vizibili o descrestere a ariei transversale,
corespondentd extinderii sale, la o tdrie ionicd micd. De asemenea, am observat
realizarea unor legdturi electrostatice nespecifice intre poly(Arg)-PNA si
secventele tinta de ssDNA, care ajung predominante la 0.5 M KCI.

Nu n ultimul rand, am vizualizat la nivel de singurd molecula obtinerea reversibila
a complecsilor poly(Arg)-PNA-DNA ‘colapsati’, determinati de forte
electrostatice, in timp ce secvente individuale de poly(Arg), respectiv ssDNA
complementar, se deplaseazd prin nanopor in directii opuse si se intdlnesc in
interiorul vestibulului.

Intelegerea efectelor tariei ionice asupra interactiunii dintre moleculele de ADN si
PNA este relevantd pentru dezvoltarea si optimizarea unor tehnologii de detectie a
ADN-ului monocatenar utilizind sisteme ce au la baza nanopori proteici.
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ITI. 4. Detectia specificA a unor secvente monocatenare de ADN cu
ajutorul unui sistem bazat pe utilizarea nanoporului proteic si
nanoparticule din aur

Metodele de detectie a unor acizi nucleici care sa fie atat rapide, ieftine, cat si
usor de utilizat sunt necesare pentru diagnosticarea din timp a unor boli infectioase
cauzate de transmiterea unor patogeni, precum bacterii sau virusuri. De asemenea, pot
fi utilizate in dezvoltarea de aplicatii biotehnologice pentru investigatii medico-legale
sau monitorizarea sigurantei alimentare.

in prezent, metodele conventionale utilizate la scald largi, cu scopul
diagnosticului clinic al infectiilor virale sau bacteriene, sunt impartite in metode de
numarare a culturilor si coloniilor, metode imunologice si metode bazate pe reactia de
polimerizare in lant (PCR). Desi aceste metode ofera informatii cantitative si calitative
cu mare sensibilitate si specificitate, ele prezinta dezavantaje din cauza complexitatii
procesului de pregatire a probei, a timpului mare de procesare, a costurilor implicate
mari, precum si a necesitatii unui personal specializat. [243]-[245]

in cadrul acestei lucrari dorim sa propunem o metoda alternativi necostisitoare
pentru detectia unei game largi de secvente monocatenare de ADN, cu ajutorul tehnicii
de electrofiziologie. Metoda consta 1n utilizarea unui nanopor de a-hemolizina pentru a
detecta si discrimina nanoparticule din aur in functie de modificarile proprietatilor de
suprafata, induse de prezenta unor polimeri artificiali si predispozitia la agregare, in
stransa legatura cu hibridizarea duplexului format de PNA si secventele de ADN tinta.
Aceastd metodd rapida si simpld de aplicat, bazatd pe hibridizarea acizilor nucleici
exogeni, ar putea fi implementata pentru diagnosticarea la locul de interes, Tntruct este
o tehnicd mobild care nu necesitd o infrastructura complexd si pentru care nu
estenecesara marcarea sau amplificarea probei.

I1I. 4. 1. Caracteristici si proprietiti ale nanoparticulelor de aur

Nanoparticulele de aur (AuNP) sunt particule bi sau tridimensionale, cu
dimensiuni de ordinul nanometrilor (de la 1 la 100 nm) si au, de obicei, forma sferica
sau quasi-sferica. Pe langa acestea, in practica se mai intdlnesc si AuNP cu forma
anizotropa (e.i., bastonage, cuburi, panglici) de dimensiuni nanoscopice.

Datorita proprietatilor fizice si chimice unice ale NP, care sunt diferite decat
cele ale metalului la scala mascrosopica (‘bulk”) sau ale atomilor individuali, AUNP au
atras un interes major in cercetare, ceea ce a condus la implementarea unei varietati de
aplicatii in detectia biomoleculara (e.g., biosenzorii enzimatici) opticd si medicina.
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AuNP sunt cele mai stabile NP metalice si prezintd specificatii remarcabile, precum
raport mare intre aria suprafetei si volumul lor, proprietati optice dependente de mediu,
reactivitatea mare cu alte biomolecule [243].

Aplicatii biotehnologice ale nanoparticulelor de aur

Nanoparticulele de aur sunt nanomateriale dezvoltate pentru multiple aplicatii,
inclusiv Tn biotehnologii. Complexele formate de AuNP cu oligonucleotide permit
detectia unor secvente de ADN, facand posibild utilizarea lor in realizarea unor
biosenzori, in diagnosticul medical al unor boli sau in exprimarea genica. Datorita
proprietatii de rezonanta plasmonica de suprafatd a AuNP, precum si deplasarea benzii
plasmonice, implicit modificarea culorii (din rosu in albastru), in urma procesului de
agregare determinat de un analit tintd, acestea au fost exploatate Tn metode calorimetrice
de detectie a acizilor nucleici. [252]

Analizele bazate pe utilizarea AuNP sunt alternative viabile la metodele
conventionale pentru detectia bolilor infectioase si a altor agenti biologici nocivi.
Nanoparticule de aur modificate cu ADN sau cu anticorpi au fost utilizate pentru
detectia diferitor patogeni (bacterii sau virusuri).

III. 4. 2. Principiul metodei de detectie a ADN-ului si materialele utilizate

In cadrul acestui studiu am propus o metoda de detectie specifici a unor
secvente monocatenare scurte de ADN, ce constituie biomarkeri pentru prezenta unor
patogeni in proba investigata, fiind destinatd intrebuintarii in diagnosticarea medicala a
unor boli, In investigatii medico-legale sau monitorizarea sigurantei alimentare.
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Fig. Ill. 4. 6: Reprezentare schematica a principiului metodei de detectie a unor

secvente monocatenare de ADN, bazatd pe utilizarea unui sistem format de
nanoporul de a-HL, AuNP si PNA. [265]

42



Aceastd metoda se bazeaza pe utilizarea unui sistem format de nanoporul de
a-HL si AuNP functionalizate cu ioni de citrat pentru a detecta semnale caracteristice
care sugereaza prezenta moleculelor de ADN monocatenar in solutia electrolitica, prin
intermediul hibridizarii cu secvente complementare de PNA. Principiul metodei de
detectie specifica a moleculelor de ADN este ilustrat in Fig. I11. 4. 6.

Prezenta unor molecule de PNA, neutre din punct de vedere electric, induce
agregarea AuNP stabilizate in citrat, intrucat adsorbtia de PNA ecraneaza ionii anionici
de citrat de la suprafata AuNP, ceea ce duce la scaderea respingerii electrostatice dintre
nanoparticule [266]. Datoritd dimensiunilor sale, aceste agregate se disting usor de
AUNP stabilizate cu ioni de citrat dispersate in solutie, prin semnalul caracteristic dat
de blocarea reversibild a curentului ionic inregistrat printr-un singur nanopor. Intrucét
adaugarea 1n solutie de secvente complementare de ADN atenueaza semnificativ
procesul de agregare indus de PNA [266], prezenta acestora este vizibila usor prin
modificarea blocajelor de curent ionic prin a-HL.

Avand in vedere observatiile facute anterior, aceasta abordare oferd un sistem
selectiv de detectie rapida, usor de utilizat, pentru a determina prezenta unor secvente
scurte de ADN monocatenar.

In studiul acestei strategii am proiectat detectia unor secvente monocatenare
scurte de ADN specifice infectiei cu virusul hepatitei C (HCV), cu ajutorul unor
molecule de PNA cu secventd complementara (PNA2) si AuNP functionalizate cu citrat,
cu diametrul ~ 5 nm. Pentru testul de control negativ, am utilizat alte secvente
monocatenare scurte de ADN, specifice infectiei cu virusul HIN1. Secventele primare
ale polinucleotidelor se regasesc in Tabel 111. 3.

Tabel I11. 3: Secventa primarda si masa moleculard a polinucleotidelor utilizate in
cadrul acestui studiu. Conform conventiei acceptate, capetele terminale N si C ale
moleculei de PNA corespund capdtului 5°, respectiv, capatului 3°. Adaptat din [265].

Polinucleotidi Secventa primari Mw (g/mol)
PNA2 5'— CCCACCCGCAGCCCTCATTA-3' 5263.1
HCV 5' - TAATGAGGGCTGCGGGTGGG - 3’ 6297
HIN1 5'— ACGGAAGGAGTGCCAA -3’ 4968
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IIIL. 4. 4. Detectia unor secvente monocatenare scurte de ADN utilizand sistemul
AuNP/a-HL

Pentru a implementa metoda de detectiec propusa in acest studiu am utilizat
tehnica de electrofiziologie moleculara la nivel de singurd moleculd descrisa in
sectiunea II.1.
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Fig. 1. 4. 7: Reprezentarea schematica a interactiunilor cu nanoporul de a-HL a

analitilor addaugati succesiv in regiunea cis, insotita de inregistrari ale curentului
ionic, in urma aplicdrii unei diferente de potential transmembranar pozitiva.
Reprezentdrile grafice asociate ilustreaza intensitatea curentului prin nanoporul
deschis (lopen) i in timpul blocajelor cu amplitudinea Alyiock. [265]

Pentru inceput, AuNP (5 nM) functionalizate cu citrat, ce au o sarcina electrica
net negativd la suprafatd, sunt addugate in regiunea Cis a cuvei experimentale. La
aplicarea unei diferente de potential cu valori pozitive, nanoparticulele anionice sunt
transportate electroforetic si captate reversibil la gura vestibulului nanoporului, acest
proces fiind vizibil prin reducerea stocastica a curentului ionic prin porul deschis (Fig.
11.4.7. a).

Ulterior, addugarea in regiunea cis de molecule PNA2 in concentratie 1 pM,
peste nanoparticulele de aur, duce la Tncetarea evenimentelor de blocaj date de
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interactiunea AuNP cu nanoporul (Fig. 111. 4. 7. b). Cel mai probabil, aceasta se
intdmpld datorita procesului de agregare a nanoparticulelor, indus de adsorbtia
moleculelor de PNA2 pe suprafata lor si a formarii de conjugate de dimensiuni mai
mari, ce depasesc cu mult diametrul deschiderii vestibulului a-HL. Cu toate ca sarcina
electrica netd a AuNP acoperite cu PNA2 este negativa, ceea ce le face predispuse
transportului electroforetic, aceste ansambluri, in conditiile spatiale date, sunt excluse
captarii de catre nanopor si mai degraba contribuie la aparitia unor evenimente foarte
scurte, de tip ‘bumping’.

In Fig. 111. 4. 7. c) se observd ci dupa adiugarea, in aceeasi regiune, de
secvente complementare de HCV in concentratie 4 UM, apar evenimente de blocaj cu
durata medie de ordinul milisecundelor si cu o amplitudine mai micd comparativ cu
cazul AuNP dispersate 1n solutie.

Acest tip de evenimente sunt specifice hibridizarii complexelor PNA2-HCV.
Datorita diferentelor majore in semnalele caracteristice date de interactiunea cu un
singur nanopor de a-HL a complexelor AUNP/PNA-HCV, respectiv AUNP/PNA-H1IN1,
se poate realiza discriminarea secventelor de HCV prezente in electrolit.

I11. 4. 5. Studiul selectivititii si sensibilititii metodei de detectie bazata pe sistemul
AuNP/e-HL

In continuare, pentru a investiga sensibilitatea si selectivitatea detectiei
secventelor monocatenare tintd de ADN utilizand sistemul AuNP/a-HL, experimentele
discutate anterior au fost repetate intr-un mod similar, cu exceptia ca atat moleculele de
PNA2, cat si secventele complementare HCV sau necomplementare HIN1 adaugate
peste AuNP (5nM) aflate in regiunea cis a cuvei experimentale, au fost in concentratie
molard de 5 nM.

Pe baza analizei volumetrice a evenimentelor de blocaj a curentului ionic prin
nanopor ilustrate in Fig. 111. 4. 8 si aplicand acelasi rationament ca in studiul anterior,
am demonstrat posibilitatea detectiei secventelor monocatenare de HCV prezente in
solutia electroliticd, in concentratie de ordinul nanomolar. Aceastd metoda de detectie
selectiva este posibild datoritd faptului ca interactiunea reversibild a ansamblurilor
AUNP/PNA2/HCV, respectiv AUNP/PNA2/HIN1 cu nanoporul de a-HL ofera semnale
caracteristice distincte (Fig. I11. 4. 8. c), respectiv Fig. 111. 4. 8. f).
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curent ionic date de interactiunea cu nanoporul de a-HL a aditiei succesive in partea
cis a cuvei a: (a, d) 5 nM AuNP (b, €) 5 nM PNA2, (c) 5 nM HCV, complementar cu
PNA2 sau (f) 5 nM HINI, necomplementar cu PNA2. Toate inregistrarile prezentate in
figurd au fost efectuate la o valoare de + 80 mV a potentialului electric aplicat. [265]

Mai departe, am aratat capabilitatea de a distinge secventele monocatenare
tintd de ADN dintr-o anumita specie, in prezenta altor patogeni, cu ajutorul metodei de
detectie propusa, bazatd pe utilizarea unui nanopor proteic si combinatia dintre AuNP
si molecule PNA. Un avantaj al utilizarii moleculelor de PNA pentru detectia
secventelor complementare de ADN monocatenar se datoreaza hibridizarii dintre
secventele de PNA si secventele tinta de ADN, cu specificitate crescutd [216].

In cadrul acestor experimente, a caror inregistriri electrofiziologice
reprezentative sunt ilustrate in Fig. I11. 4. 9, reactantii au fost adaugati, pe rand, in
regiunea cis a cuvei experimentale, in ordinea urmatoare: a) AuNP (5 nM), b) PNA2 (5
nM), peste care au fost adaugate ulterior ¢) molecule HIN1 (15 nM) necomplementare
si d) molecule HCV (50 nM) complementare cu PNAZ2.

Asa cum a fost demonstrat deja, nanoparticulele de aur incarcate electric
negativ din regiunea cis, la aplicarea unei diferente de potential pozitiva, interactioneaza
cu nanoporul de a-HL, ceea ce se reflectd in tipul de eveniment de blocaj prezentat in
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Fig. I11. 4. 9. a), dreptunghi portocaliu. Adaugarea ulterioard de molecule de PNA2
duce la agregarea AuNP si implicit intreruperea acestor blocaje (Fig. I11. 4. 9. b). Pentru
a simula o proba contaminata, in aceeasi regiune se adaugd fragmente de ADN cu
secventd necomplementard cu PNA2 (HINI). In Fig. Ill. 4. 9. ¢ este redati
interactiunea acestor molecule cu nanoporul de a-HL, Tn dreptunghiul verde fiind
evidentiat evenimentul de blocaj tipic. Dupa adaugarea de fragmente tinta de ADN
(HCV), se observa niste evenimente de blocaj distincte (Fig. I11. 4. 9. d, dreptunghi
albastru), cu o amplitudine mai mica si o duratd mai lungd comparativ cu cele observate
anterior. Aceastd interactiune cu nanoporul sugereazd formarea complexelor
AuNP/PNA2/HCV, respectiv detectia fragmentelor de HCV, cu secventd
complementara cu PNA2.
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Fig. 111. 4. 9: Detectia selectivi a unor fragmente tinti de ADN (HCV) cu ajutorul
sistemului format de AuNP/ a-HL, dintr-o probd contaminata. [265]

Analiza statistica a amplitudinii evenimentelor de blocaj, pe baza argumentelor
facute anterior, indica posibilitatea de a detecta prezenta secventei de HCV 1in solutia
electroliticd, ce contine si alte fragmente de acizi nucleici. Aceastd caracteristica a
metodei propusa este relevantd pentru aplicatii in care se urmareste detectia selectiva
sau multiplex a unor secvente monocatenare de ADN distincte.
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Concluzii

> In acest studiu atentia a fost indreptatd spre o tehnici relativ simpld bazati pe
nanopori, deschizand calea pentru crearea unei tehnologii care sa permita detectia
selectiva si discriminarea fragmentelor scurte de ADN monocatenar a diferitilor
agenti patogeni cu ajutorul nanoparticulelor din aur. Aceasta metoda se bazeaza pe
modificarile proprietatilor de suprafatd a AuNP ca urmare a procesului de
hibridizare a secventelor de PNA prezente in sistem, complementare cu cele de
ADN tinta. Analiza fluctuatiilor de curent ionic datorate interactiunilor distincte cu
nanoporul proteic a indicat ca metoda este eficientd pentru detectia in timp real si
precisa a secventelor specifice de ADN din proba.

» Metoda prezentatd dispune de o serie de avantaje: (i) secventa primard a
moleculelor de PNA poate fi adaptata cu usurintd pentru a permite detectia selectiva
a unei game largi de secvente monocatenare de ADN scurte sau lungi; (i) metoda
este necostisitoare, usor de utilizat si rapida, procesele avand loc la temperatura
camerei si (iii) numarul de reactivi implicati in detectie este redus la minimum, fara
a fi necesard o marcare suplimentara a compusilor tinta.

» Aceastd metoda de detectie a moleculelor de ADN cu sensibilitate si specificitate
ridicatd ar putea fi implementatd pentru dezvoltarea unor aplicatii biotehnologice
utilizate in testarea medicald pentru diagnosticare realizatd la punctul de ingrijire,
in investigatiile medico-legale sau In monitorizarea sigurantei alimentare.
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CONCLUZII GENERALE

In cadrul acestei teze de doctorat am studiat nivel de singurd molecula
comportamentul dinamic al unor biomolecule de interes functional, intr-0 serie de
experimente din care s-au extras urmatoarele concluzii:

1. Am realizat investigarea comportamentului dendrimerilor PAMAM de
generatie inferioard atunci cand sunt supusi unor constrangeri spatiale. Astfel, am
utilizat un adaptor molecular de ciclodextrind impreund cu nanoporul o-HL si am
urmdrit cinetica de interactiune a dendrimerului PAMAM Gl1, in cele doud cazuri.
Rezultatele obtinute din analiza statistica a evenimentelor de blocaj distincte au indicat
faptul cé dendrimerul interactioneazd mai rapid cu y-CD, insd nu poate transloca prin
aceasta. intelegerea modului in care dendrimerii se comportd in spatii moleculare
nanometrice cu grade de libertate limitate este cruciald pentru dezvoltarea aplicatiilor
biomedicale, deoarece aceste molecule, care pot fi incarcate cu diversi compusi
bioactivi, sunt de obicei blocate sau trec prin canale biologice cu dimensiuni
nanometrice.

2. Utilizand tehnica NFS cu ajutorul nanoporului de a-HL am reusit realizarea
unui studiu comparativ a unor duplecsi moleculari formati din secvente scurte de ADN
si secvente complementare de acizi nucleici artificiali (PNA), nefunctionalizati sau
functionalizati cu un lant polipeptidic cationic. Studiul a permis identificarea etapelor
distincte prin care trec duplecsii in interiorul nanoporului, conducand astfel la o mai
buni intelegere asupra mecanismului de dehibridizare (unzip) al acestora.

3. Mai departe, cu scopul optimizarii detectiei moleculelor de ADN cu ajutorul
nanoporului de a-HL, am aratat efectele tariei ionice a mediului asupra interactiunii
duplecsilor ADN-PNA functionalizati cu poliarginine. Mai mult decat atat, am reusit sa
vizualizam formarea complecsilor ADN-PNA ‘colapsati’ in interiorul nanoporului.

4. In continuare, am demonstrat capacitatea biosenzorului a-HL de a fi folosit
in dezvoltarea unei metode de detectie in timp real, usor de utilizat si cu costuri reduse,
a unor secvente monocatenare scurte de ADN, fara necesitatea altor procese biochimice
complexe (e.g. marcarea fluorescentd, amplificarea de tip PCR). Sistemul de detectie
implicd utilizarea unor nanoparticule din aur (AuNP) si a unor secvente de PNA
complementare cu cele de ADN tintd, iar principiul de functionare se bazeazi pe
fenomenul de agregare al AUNP. Totodata, am aratat gradul crescut de sensibilitate si
specificitate al metodei, prin detectia fragmentelor de ADN la concentratii de ordinul
nanomolar dintr-o proba contaminata cu alte secvente necomplementare.
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https://doi.org/10.24193/subbchem.2021.3.09

FI:0.558

AlS: 0.062

5. Alina Asandei, Loredana Mereuta, loana C. Bucataru, Yoonkyung Park, Tudor
Luchian, A Single-Molecule Insight into the lonic Strength-dependent, Cationic Peptide
Nucleic Acids-Oligonucleotides Interactions, Chemistry-An Asian Journal, 17(12),
€202200261 (2022). https://doi.org/10.1002/asia.202200261
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https://doi.org/10.1038/s41598-020-68258-x
https://doi.org/10.3390/polym13081210
https://doi.org/10.24193/subbchem.2021.3.09

FI: 4.839

AIS: 0.746

6. loana C. Bucataru?, Isabela Dragomir*, Alina Asandei, Ana-Maria Pantazica, Alina
Ghionescu, Norica Branza-Nichita, Yoonkyung Park, and Tudor Luchian, Probing the
Hepatitis B Virus E-Antigen with a Nanopore Sensor Based on Collisional Events
Analysis, Biosensors 12(8), 596 (2022).

https://doi.org/10.3390/bios12080596

#Prim autor, contributii egale cu Isabela Dragomir

FI: 5.743

AlS: 0.876

FI total = 6.986 + 4.380 + 4.967 + 0.558 + 4.839 + 5.743 = 27.473

AIS total =1.380 + 1.285 + 0.611 + 0.062 + 0.746 + 0.876 = 4.96

B. Articole stiintifice publicate in extenso in volumele conferintelor indexate ISI -
Proceedings

1. 1. Soldanesu and C. 1. Bucataru, Electrophysiological Characterization of Transport
Processes through Protein Nanopores, 2021 International Conference on e-Health and
Bioengineering (EHB), pp. 1-4, (2021).
https://doi.org/10.1109/EHB52898.2021.9657652

II. Participari la conferinte stiintifice

A. Lucrari prezentate la conferinte nationale

1. loana Cezara Bucataru, Isabela S Dragomir, Irina Schiopu, Tudor Luchian,
Nanopore-based Investigation of PNA-DNA Duplexes Unzipping Mechanism, National
Online Conference of Biophysics, CNB2020, 14-16 lunie, 2020, online — poster

2. loana Cezara Bucataru, Isabela S Dragomir, Irina Schiopu, Tudor Luchian, Studiul
influentei tariei ionice asupra detectiei moleculelor de ADN cu ajutorul tehnicii
electrofiziologice la nivel de singurd moleculd, Conferinta Scolilor Doctorale din
Cadrul Universitatii "Alexandru loan Cuza" din Iasi — Tn cadrul proiectului
DOCTORANZI SI CERCETATORI POSTDOCTORAT PREGATITI PENTRU
PIATA MUNCII! Cod proiect: POCU/380/6/13/123623, 22-23 Octombrie, 2020,
online — prezentare orala

3. loana Cezara Bucataru, Isabela S Dragomir, Irina Schiopu, Tudor Luchian, Studiul
la nivel de singura molecula al mecanismului de desfacere (unzip) a duplecsilor ADN-
PNA cu ajutorul nanoporului proteic de a-hemolizind (a-HL), Conferinta nationala a
doctoranzilor din Consortiul Universitaria pentru domeniile Matematica, Informatica,
Fizica, CSDCU-MIF2020, 22-24 Octombrie, 2020, online — prezentare orala
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B. Lucrari prezentate la conferinte internationale

1. Irina Schiopu, loana Cezara Bucataru, Tudor Luchian, Chang Ho Seo, Yoonkyung
Park, Electrophoretic migration of PAMAM G1 dendrimers into confined nano-spaces:
a single-molecule assay, The 12th EBSA/The 10th ICBP-IUPAP Biophysics Congress,
Biophysics for Life and Technology, 20-24 lulie 2019, Madrid, Spania — poster

2. Irina Schiopu, loana Cezara Bucataru, Tudor Luchian, Chang Ho Seo, Yoonkyung
Park, Nanoscale investigation of low generation PAMAM dendrimers, The 12th
International Conference PIM, Processes in Isotopes and Molecules, 25-27 septembrie
2019, Cluj-Napoca, Roménia — poster

3. loana Cezara Bucataru, Loredana Mereuta, Alina Asandei, Isabela Dragomir,
Tudor Luchian, Protein nanopore-based method for sequence specific detection of
single-stranded DNA using gold nanoparticles and peptide nucleic acids, Sixth Edition
of International Conference on Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical
and Environmental Sciences, IC-ANMBES 2022, 8-10 Tunie 2022, Bragov, Romania —
poster

4. loana Cezara Bucataru, Alina Asandei, Loredana Mereuta, Tudor Luchian, Salt
effects on the translocation dynamics of polycationic peptide nucleic acids through a
protein nanopore, DPG Spring Meeting of the Atomic, Molecular, Quantum Optics and
Photonics Section (SAMOP), 5-10 Martie 2023, Hanovra, Germania — prezentare orala

I11. Premii:

1. Young Scientist Prize - premiul 11, loana Cezara Bucataru, Isabela S Dragomir,
Irina Schiopu, Tudor Luchian, Nanopore-based Investigation of PNA-DNA Duplexes
Unzipping Mechanism, National Online Conference of Biophysics, CNB 2020, 14-16
lunie, 2020, online — poster.

2. Competitia 3BMT — THREE MINUTE THESIS, in cadrul Universitatii "Alexandru
loan Cuza" din Iasi, 11 martie 2022 - locul I si premiul de popularitate, loana Cezara
Bucataru, Specific detection of single stranded DNA (ssDNA) using a protein nanopore
based platform and gold nanoparticles (AuUNP).

IV. Participiri la workshop-uri si scoli de vara:

1. 5th @RoBioinfo Seminar: Bioinformatics tools for exploring protein biology, 4-5
aprilie 2019, Iasi, Romania.

2. EBSA 2019 Summer Biophysics School, Biophysics in the 21st Century, 17-19 iulie
2019, El Escorial, Spania.
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3. satellite workshop in the frame of PIM 2019, Emerging molecular technologies based
on micro- and nano-structured systems with biomedical applications, 24 septembrie
2019, Cluj Napoca, Roménia.

V. Proiecte de cercetare

Membru angajat Tn calitate de doctorand Tn cadrul proiectelor:

1. Detectia multiplex, cu sensibilitate si selectivitate molecularda, a unor miRNAs
relevante fiziologic, cu ajutorul unor xeno acizi nucleici, Acronim:
RNANANODETECT-, Cod proiect: PN-111-P4-1D-PCE-2020-0011 (2021).

2. Noi structuri peptidice cu potentiale aplicatii in terapia tintitd si diagnosticul
timpuriu in cancer, Acronim: THERHOME, Cod proiect: PN-111-P1-1.1-TE-2021-
0331 (2022).

VI. Alte activititi conexe

Participant in cadrul proiectului Doctoranzi si cercetdtori postdoctorat pregatiti pentru
piata muncii!, Cod proiect: POCU/380/6/13/123623, Tn perioada Octombrie 2019 -
lunie 2021.
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