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Detectia multipla si ultra-senzitiva a fragmentelor scurte de acizi nucleici,
utilizand nanoparticule de aur si nanopori proteici

-NANOSENSEDNA-

Etapa 1 - Identificarea protocoalelor experimentale necesare studierii interactiunilor dintre
nanoparticule de aur (AuNPs) si acizi peptido - nucleici (Peptide Nucleic Acids-PNA)
nefunctionalizati sau functionalizati cu polipeptide.

Tehnica de electrofiziologie la nivel de singura molecula cu ajutorul nanoporului proteic
de a-hemolizina (a-HL) se bazeaza pe analiza statistica a variatiilor curentului ionic mediat de
un singur nanopor insertat intr-un bistrat lipidic biomimetic, produse in urma interactiunii dintre
nanopor si moleculele de interes. Analiza parametrilor precum durata si amplitudinea
evenimentelor de blocare a curentului ionic mediat de nanopor, durata dintre doud evenimente
succesive de blocare, permit obtinerea unor informatii despre proprietatile fizico-chimice ale
moleculei (volum, constante de asociere/disociere, etc.). Dupa realizarea bistratului lipidic
artificial planar prin tehnica Montal-Mueller, in zona cis a cuvei experimentale se adauga solutia
de monomeri de proteina a-HL, care se vor autoorganiza spontan sub forma unui canal ionic
heptameric Tn membrana lipidica. La aplicarea unei diferente de potential de o parte si de alta a
membranei cu ajutorul a doi electrozi Ag/Cl conectati la un amplificator, prin acest nanopor se
va inregistra un curent ionic dat de electrolitii din solutia electrofiziologici, K* si CI.
Interactiunea reversibila dintre analiti si nanopor, mediata de forte -electroforetice,
electroosmotice si electrostatice, cauzeaza modificarea sectiunii transversale a nanoporului si
implicit cresterea rezistenta acestuia, ceea ce este vizualizat prin modificari ale amplitudinii
curentului ionic.

Tn implementarea acestei etape, am propus o metoda de detectie selectivd si de
discriminare a secventelor specifice ale unor fragmente scurte de ADN monocatenar (sSDNA),
caracteristice unor agenti patogeni cu ajutorul nanosenzorului molecular de a-HL, bazata pe
modificarile proprietatilor de suprafatd a nanoparticulelor de aur ca urmare a procesului de
hibridizare dintre moleculele de acizi peptido-nucleici PNA adsorbite pe suprafata AuNP si
secventele complementare de ssDNA tinta. Primul pas 1l constituie studierea amprentei specifice
a interactiunilor dintre nanopor si nanoparticulele de aur (5 nM AuNP) adaugate in aceeasi parte
cis n care au fost adaugati si monomerii proteici de a-HL (Figura 1, 11, a). Aceste nanoparticule
au fost functionalizate cu citrat pentru a evita agregarea lor prin respingeri electrostatice.
Ulterior, se adauga in regiunea cis o solutie de PNA cu secventa complementara ADN-ului
patogenului cautat, ceea ce va duce la agregarea AuNP prin ecranarea sarcinilor electrice
negative (Figura 1, I, b). Tn final, se adauga proba ssSDNA in partea cis. Daci proba contine
secventa de ADN a patogenului ce se doreste a fi detectat, moleculele de ADN si PNA
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complementare vor hibridiza, ceea ce va duce la ruperea agregatelor de AuNP-PNA si formarea
unor complexe moleculare AUNP-PNA-DNA (Figura 1, 11, c). Fiecare tip de complex molecular
produce evenimente specifice de blocare curentului ionic mediat de nanoporul proteic, ceea ce

permite detectia selectiva a fragmentelor scurte de ADN monocatenar.

Figura 1. Protocol experimental schematizat de
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A 1.1. Realizarea sistemelor conjugate AUNP- PNA functionalizate sau nefunctionalizate cu
grupare tiol.

Pentru a gasi conditiile optime de lucru astfel incat sd minimalizim probabilitatea de
agregare a AuNPs functionalizate cu citrat indusa de taria ionica a solutiei electrofiziologice si
stabilizarea electrostatica a acestora si, de asemenea, sa imbunatatim sensibilitatea de detectie a
ADN-ului monocatenar, am testat diferite solutii buffer in care au fost solubilizate AuNPs si am
realizat spectrele UV-VIS aferente (Figura 2.), descrise mai jos. Pentru o concentratie de 100
NM a AuNPs solubilizate in citrat am obtinut un maxim de absorbtie la ~ 525 nm, care scade in
valoare absoluta, dar ramane vizibil la aceeasi lungime de unda atunci cand solutia este diluata la
10 nM AuNPs in apa distilata. Intr-o solutie electrofiziologici de KClI cu o concentratie de 0.1 M
si dupa incubare de pana la 30 de minute, existd o usoara deplasare a maximului de absorbtie la ~
530 nm, indicdnd prezenta AuNP-urilor incd dispersate, in timp ce intr-o solutie
electrofiziologica de KCI cu o concentratic de 3 M am observat o deplasare a maximului de
absorbtie la ~ 580 nm, indicand agregarca AuNPs. Astfel, am ales concentratia de 0.1 M KCI
pentru solutia electrofiziologica utilizata in protocolul experimental.
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Figura 2. Spectrele de absorbtie UV-VIS ale AuNPs (diametru 5
nm) functionalizate cu citrat in diferite solutii buffer. [Mereuta
et al., Scientific Reports (http://www.nature.com/scientificreports) |
(2020) 10:11323]
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A 1.2. Evaluarea afinitatii si a eficientei de interactiune cu AuNP a PNA (cu sau fiara
grupare tiol) in functie de dimensiunea moleculara, gruparea tiol, dimensiunea

conectorului si sarcina electrica neta a acestor PNA-uri (partea I).

Datele originale reprezentative din Figura. 3, obtinute implementand protocolul
experimental detaliat anterior, surprind principiul de detectie cu ajutorul sistemului AuNP- a-HL
a fragmentelor scurte de ADN monocatenar (HCV - secventa asociata infectiilor cu virusul
hepatitei C). Datorita incarcarii electrice negative nete a nanoparticulelor de aur acoperite cu
citrat, acestea adaugate in cis (5 nM) sunt capturate reversibil la deschiderea vestibulului
nanoporului Tn prezenta unui potential electric aplicat trans pozitiv, iar procesul este descris de
evenimente specifice de blocare ale curentului ionic mediat de nanoporul a-HL (Figura. 3, a).
Adaugarea ulterioara a moleculelor de PNA (1 uM) in partea cis a dus la o reducere aproape
completa (Figura. 3, b) a evenimentelor de blocaj induse de AuNPs ca urmare a agregarii
nanoparticulelor in urma adsorbtiei PNA pe suprafata lor, ceea ce duce la formarea agregatelor
moleculare AUNP-PNA ale caror dimensiuni depasesc cu mult diametrul de deschidere a
vestibulului a-HL, fiind astfel excluse de la captarea cu succes de catre nanopor. Dupa adaugarea
secventelor de sSADN complementare PNA-ului din sistem, se observa aparitia unor evenimente
de blocaj cu o amplitudine mai mica si un interval de timp mai mare fatd de evenimentele
cauzate doar de AuNPs (Figura. 3, ¢), fiind identificata astfel o amprenta specifica unor posibile
complexe moleculare AUNP-PNA-DNA.
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Am reusit astfel sa demonstram viabilitatea tehnicii propuse, urmand in etapele urmatoare
sa eficientizam procesul de detectie specifica a fragmentelor scurte de ADN monocatenar, n
conditii relevante clinic, cu ajutorul sistemului nanopor proteic-nanoparticule de aur.
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