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

Etapa 2 (01.01.2021-31.12.2021)

Obiectiv 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.

A 1.2. Evaluarea afinitatii si a eficientei de interactiune cu AuNP a PNA (cu sau fard grupare
tiol) in functie de dimensiunea moleculara, gruparea tiol, dimensiunea conectorului si sarcina
electrica neta a acestor PNA-uri. (partea 1)

A L.3. Optimizarea conditiilor experimentale (concentratie si pH ale solutiei electrofiziologice)
necesare analizei sistemului nanopor-complex conjugat AuNP/PNA. Masuratori experimentale
si cuantificarea statistica a dinamicii de agregare a AuNP si de interactiune a acestora cu
nanoporul proteic Tnainte si dupd conjugarea cu PNA.

Obiectiv 2. Detectia secventelor tinta de fragmente monocatenare de ADN (ssDNA) prin
intermediul proceselor de hibridizare cu complexele conjugate AUNP-PNA.

A II.1. Evaluarea prin metode colorimetrice si calorimetrice a interactiunilor mediate prin
absorbtie dintre AuNP neconjugate si fragmente tintd de ssDNA.

A IL.2. Cuantificarea detectiei fragmentelor tintd ssDNA cu ajutorul conjugatelor AuNP-PNA
nefunctionalizate si functionalizate cu grupare tiol.

A I1.3 Studierea influentei proceselor de hibridizare a fragmentelor de ssDNA asupra stabilitatii
de agregare a complexelor AuNP-PNA, in functie de dimensiunea moleculard a AuNP,
structura PNA (cu sau fara grupare tiol), taria ionica si pH-ul mediului electrofiziologic.

A 11.4. Detectia selectiva a variatiilor unei singure nucleotide (SNV) si a multiplelor nepotriviri
in secventa fragmentelor ssDNA cu dimensiuni similare, bazatd pe agregarea/dispersia
nanoparticulelor, utilizand conjugate AUNP-PNA.

Obiectiv 3. Estimarea cantitativa si neamplificata a detectiei secventelor de sSSDNA prin
intermediul unui nanopor proteic, pe baza proceselor de hibridizare cu complexe PNA-
AUNP.

A III.1. Detectia cu ajutorul unui nanopor proteic a nanoparticulelor de aur libere si conjugate
cu PNA. Analiza parametrilor cantitativi care valideaza amprenta stochastica a interactiunilor
AuUNP-nanopor proteic.(partea I)
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In cadrul acestei etape am continuat studiile demarate in prima etapi pentru a stabili
protocoalele experimentale potrivite pentru a studia interactiunile dintre nanoparticule de aur
(AuNPs) si acizi peptido - nucleici (Peptide Nucleic Acids-PNA) nefunctionalizati sau
functionalizati cu polipeptide. Strategia pe care am urmarit-o a fost de a realiza detectia unor
secvente scurte de ADN monocatenar (SSDNA) specifice infectiei cu virusul hepatitei C (HCV),
bazat pe capacitatea acestora de a hibridiza cu secvente complementare de PNA (PNA2), cat si
pe proprietatea AuUNP de a forma complexe conjugate cu PNA. Pentru a evidentia detectia
selectiva a hibrizilor complementari, am folosit si o alta secventa monocatenara scurta de ADN,
specifica infectiei cu virusul gripal (HIN1), necomplementara cu PNA. Secventele primare ale
acestora sunt trecute in Tabel 1.

Tabel 1: Secventa primard a polinucleotidelor, precum si rolul pe care il au acestea in studiul realizat.
Conform conventiei, capatul N terminal al moleculei de PNA este denotat cu 5'.

Denumire Rol Secventa primara
PNA2 proba 5'-CCCACCCGCAGCCCTCATTA-3’
HCV tinta 5-TAATGAGGGCTGCGGGTGGG-3'
HIN1 control negativ 5'-ACGGAAGGAGTGCCAA-3’

Pentru a studia fezabilitatea modelului propus in prima etapa pentru detectia ssDNA cu
ajutorul unui sistem format de un nanopor proteic si complexe conjugate de AuNP-PNA, am
utilizat tehnica spectroscopicd UV-VIS, bazata pe proprietdtile de rezonantd plasmonica de
suprafata a nanoparticulelor si am investigat procesele de agregare a AUNP induse de PNA, in
prezenta si 1n lipsa unor secvente scurte de ADN monocatenare, in concentratie cunoscuta.
Dupa inregistrarea spectrelor de absorbtie UV-VIS pentru AuNP dispersate in solutie,
concentratia nanoparticulelor se calculeaza utilizdnd legea Lambert-Beer si coeficientul de
extinctie al AuNP (cu diametrul de 5Snm) cunoscut din literatura.

Ulterior ne-am propus sa realizdm o estimare cantitativa si neamplificatd a detectiei
secventelor de ssDNA cu ajutorul unui nanopor proteic, prin identificarea unor semnale
caracteristice ce indica prezenta moleculelor de ADN monocatenar in solutia electrofiziologica,
prin intermediul proceselor de hibridizare cu complexe conjugate de AUNP-PNA cu secventa
complementara.

In Figura 1 sunt reprezentate spectrele de absorbtie UV-VIS inregistrate pentru a
observa interactiunea moleculelor de PNA2 cu AuNP, pe baza proceselor de agregare a
nanoparticulelor. Pentru a realiza acest studiu, in primul pas s-a inregistrat spectrul de absorbtie
al unei solutii de AuNP (5 nM) stabilizate cu citrat, dispersate Intr-o solutie buffer 0,1 M KCl,
al carei concentratii a fost determinata asa cum am mentionat mai sus. Maximul de absorbtie al
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AUNP (Amax = 0.06) se gaseste in jurul valorii de 520 nm a lungimii de unda (Figura 1, curba
reprezentata cu negru).
Figura 1: Spectrele de absorbtie UV-VIS inregistrate
0.09, " pentru monitorizarea agregarii AuNP (5 nM), la
“Mw/f N interactiunea cu molecule de PNA2 (1 uM), respectiv
secvente complementare de ADN — HCV (4 pM),
observandu-se o deplasare ireversibilda a benzii
plasmonice de absorbtie, indicata de sdgeata verde.
(adaptat din L. Mereuta et al., Scientific Reports, 2020,
10)
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In al doilea pas, peste AuNP se adaugi molecule de PNA2 (1 pM), iar in spectrul de
absorbtie se observa o deplasare a benzii plasmonice de la lungimea de unda cu valoarea 520
nm la 550 nm (Figura 1, curba reprezentata cu rosu, deplasarea fiind indicata de sdgeata verde),
cu maximul de absorbtie Amax = 0.086. Aceasta modificare a spectrului aratd cd are loc
agregarea AuNP datorita interactiunii moleculelor PNA2 cu acestea. Solutia coloidala este
destabilizatd din cauza ca moleculele de PNA2 sunt adsorbite la suprafata AuNP, inlocuind
moleculele de citrat, ceea ce duce la o scadere a sarcinilor negative (D. Murphy et al., Helv.
Chim. Acta, 2004, 87 (11); R. Kanjanawarut si X. Su, Anal. Chem. 2009, 81 (15)).

In pasul urmator, peste solutia de AuNP functionalizate cu PNA2 s-au adaugat molecule
de ADN monocatenar cu secventa complementara (HCV) in concentratie 4 M, fiind in exces
fatd de PNA2. Desi ne asteptam ca hibridizarea ce are loc intre secventele complementare de
PNA2 si HCV sa mareasca sarcina electrica negativa de la suprafata AuNP, iar procesul de
agregare indus de moleculele de PNA sa fie reversibil, aceasta actiune nu are loc, observandu-
se 0 scadere a maximului de absorbtie (Amax = 0.073) la aceeasi lungime de unda
corespunzatoare spectrului inregistrat cu nanoparticulele agregate prin adsorbtia moleculelor
de PNA (Figura 1, curba albastra).

In prima etapa a acestui proiect s-a demonstrat prin spectrele de absorbtie UV-VIS
pentru AuNP, realizate in diferite substante, efectul sarii asupra starii de agregare ale
nanoparticulelor si s-a ales pentru protocolul experimental utilizarea solutiei electrofiziologice
de KCl in concentratie 0,1 M. Astfel, pentru a evita agregarea AuNP indusa de taria ionica a
sdrii, regiunea CiS a cuvei experimentale pentru tehnica electrofiziologica, in care se va realiza
detectia, se umple cu solutie electrolitica 0,1 M KCI, mentinuta la pH ~ 7 cu solutie buffer (1
mM EDTA, 10 mM Tris). Tn schimb, regiunea trans se umple cu solutie KC1 de concentratie
3M, pentru a asigura un gradient de salinitate prin nanopor, ce are rolul de a amplifica rata de
captare a AuNP, precum si dea eficientiza raportul semnal-zgomot. Odata ce un singur nanopor
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proteic de a-HL este inserat in membrana lipidica ce desparte cele doud regiuni, curentul ionic
rezidual, cauzat de caracteristica porului de a fi usor anionic selectiv la pH neutru, se aduce la
valoarea zero din amplificator. Masuratorile experimentale se realizeaza prin aplicarea unor
diferente de potential pozitive, in raport cu electrodul legat la masa (cis), iar nanoparticulele
anionice vor fi transportate electroforetic catre vestibulul nanoporului. Datoritda modificarilor
fizice ale AuNP (dimensiuni, sarcind electricd) ce apar ca urmare a conjugdrii cu PNA,
experimentele electrofiziologice oferd o diferentiere clara intre AuNP libere si complexele
conjugate AuNP, prin modificarea parametrilor, precum timpul si amplitudinea, ce descriu
fluctuatiile curentului ionic, asociate cu interactiunile reversibile ale AuNP cu nanoporul
proteic. Prin interpretarea statistica a acestor fluctuatii se poate urmari dinamica de agregare a
AUNP.

Cu scopul de a verifica posibilitatea de a pune in practici metoda de detectie a
fragmentelor tintd de ssDNA in cazul in care acestea sunt prezente In sisteme biologice
complexe, am studiat comportamentul AuNP neconjugate, respectiv conjugate cu PNA2 si
interactiunea cu proteine serice. Pentru aceastd analiza, AuNP (5 nM) au fost suspendate intr-0
solutie 0,1 M KClI, peste care s-au adaugat incremental diferite concentratii de ser uman (HS):
3%, respectiv 10%. Din spectrele de absorbtie ilustrate in Figura 2, a) se observa o descrestere
graduala a absorbantei (de la Amax = 0.06 (0% HS) la Amax = 0,055 (3%), respectiv Amax = 0,048
(10% HS)), precum si o deplasare a benzii plasmonice spre lungimi de unda mai mari (de la A
=528 nm laA =532 nm, respectiv A = 535 nm. Aceste observatii sugereazad adsorbtia proteinelor
serice pe suprafata AuNP si predilectia nanoparticulelor la agregare.
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Figura 2: Spectrele de absorbtie UV-VIS ce descriu efectele serului uman (HS) asupra proceselor de
agregare a AuNP. a) adaugarea graduala de HS (3%, 10%) duce la agregarea AuNP (5 nM),
observabild prin deplasarea benzii plasmonice si descresterea maximului de absorbtie; b) spectrele
inregistrate pentru solutia de AuNP, in prezenta a 10% HS, peste care se adauga secvente de HCV (4
pM), apoi molecule de PNA2 (1 puM), ¢) ordinea in care sunt adaugati analitii peste solutia de AuNP
ce contine 10% HS, este inversata. Sdgeata verde indica deplasarea benzii plasmonice de absorbtie.
(adaptat din L. Mereuta et al., Scientific Reports, 2020, 10)
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Ulterior, peste solutia de AuNP ce contine 10% HS s-au adaugat consecutiv fragmentele
tinta de ssDNA (HCV, 4 uM) si secvente complementare de PNA2 (1 uM) si s-au inregistrat
spectrele de absorbtie UV-VIS pentru timpi diferiti de incubare (Figura 2, b). Intr-un
experiment diferit, se inverseazd ordinea adaugarii analitilor peste AuNP (Figura 2, c). Se
observa o descrestere graduald a absorbantei AuNP si o usoard deplasare a benzii plasmonice
ce poate fi neglijatd. Avand in vedere aceste rezultate, este posbil ca metoda spectrala de
detectie a unor fragmente ssDNA, pe baza utilizarii AuNP si molecule PNA, sa intampine
dificultati la aplicarea in probe medicale, fiind relevant astfel utilizarea biosenzorului
molecular bazat pe sistemul a-HL/AuNP/PNA.
fragmentelor tinta ssDNA cu ajutorul conjugatelor AuNP-PNA, s-a realizat un experiment in
care s-au utilizat concentratii de ordinul nanomolar ale reactantilor. In urma acestor inregistrari
am obtinut spectrele de absorbtie UV-VIS, reprezentate in Figura 3, pentru solutia de AuNP (5
nM) dispersate in 0,1 M KCl in care se observa maximul de absorbtie (Amax = 0.069) localizat
la 529 nm. Dupa ce se adaugd molecule de PNA2 (5 nM) in aceasta solutie, se observa o
deplasare a benzii plasmonice spre 544 nm, cu maximul de absorbtie Amax = 0.077. Ulterior, se
adauga secvente complementare de HCV (5 nM), dar banda plasmonica de absorbtie nu se
modifica. Intrucat nu exista o diferentiere clara intre cele doud spectre, asa cum a fost observata
mai sus, investigarea fragmentelor scurte de ssDNA 1in concentratii atdt de mici, utilizand
tehnica spectroscopica bazata pe procesle de agregare a AuNP indusa de PNA, devine dificila.
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Figura 3: Spectrul de absorbtie UV-VIS aferente
solutie de AuNP (5nM) inainte si dupd adiugarea
succesiva de molecule PNA2 (5nM), respectiv
secvente complementare de HCV (5nM). (L. Mereuta
et al., Scientific Reports, 2020, 10)
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Pentru a studia influenta proceselor de hibridizare a fragmentelor de ssDNA asupra
stabilitatii de agregare a complexelor AuNP-PNA, am realizat un experiment diferit, in care
peste AUNP (5 nM) s-a adaugat un amestec realizat prin hibridizarea dintre molecule de PNA2
(1 uM) si secvente complementare de HCV (4 uM), lasat la incubat anterior. Din spectrul de
absorbtie UV-VIS, ilustrat in Figura 4, nu se observa o deplasare a benzii plasmonice, ceea ce
inseamnad cd agregarea AuNP nu are loc din cauza interactiunilor de respingere electrostatica
dintre PNA2-HCV si AuNP, produse intre sarcinile electrice negative din fragmentele de
ssDNA si cele de la suprafata AuNP functionalizate cu citrat.
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Figura 4: Spectrul de absorbtie UV-VIS
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Intr-un experiment separat, realizat cu aceeasi tehnica spectroscopica UV-VIS, bazati
pe agregarea/dispersia nanoparticulelor, utilizand conjugate AUNP-PNA, am dorit sd evaluam
influenta multiplelor nepotriviri in secventa fragmentelor ssDNA, cu dimensiuni similare. In
acest caz, am lasat la preincubat molecule de PNA2 (1 pM) cu secvente monocatenare
necomplementare de ADN, numite HIN1 (4 uM). Acest amestec a fost adaugat peste solutia
electrolitic ce contine AuNP (5 nM) dispersate. In spectrul de absorbtie UV-VIS, din Figura
5, se observa o deplasare a benzii plasmonice de absorbtie, de la lungimea de undd 525 nm
(Amax = 0.064) la 535 nm (Amax = 0.072), corespunzatoare agregarii AuNP dupa adugarea
amestecului. Acest proces are loc datorita conjugarii intre moleculele de PNA2 nehibridizate si
AUNP.
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(o) Figura 5: Spectrul de absorbtie UV-V1S nregistrat
pentru solutia de AuNP (5 nM) peste care se adaugad
un amestec preincubat format din molecule de
PNA2 (1 pM) si secvente necomplementare de
- . : HIN1 (4 pM). (adaptat din L. Mereuta et al.,
400 500 600 700 800 scientific Reports, 2020, 10)
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In cadrul acestei activitati am utilizat tehnica electrofiziologica la nivel de singurd
moleculd, descrisd in prima etapa, bazatd pe un nanopor proteic inserat intr-o membrana
lipidica, pentru a detecta AuNP, fie libere sau conjugate cu PNA. Din datele obtinute in etapa
precedenta, analiza evenimentelor de blocare induse de adaugarea succesiva in partea Cis a
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analitilor (in ordinea: AuNP — PNA2 — H1N1 — HCV) a demonstrat posibilitatea de detectie
a unor fragmente scurte specifice de ADN monocatenar aflate intr-o solutie mixta cu fragmente
diferite de ADN, avand aplicabilitate relevantd pentru tehnicile de detectie selectivd sau
multipla a fragmentelor scurte de ADN monocatenar. In completarea acestor rezultate, am
demonstrat eficienta utilizarii sistemului a-HL/AUNP/PNA de detectiec a fragmentelor scurte
monocatenare de ADN, si in situatia In care s-au adaugat solutii de ADN complementar sau
necomplementar, preincubate anterior cu PNA.
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Figura 6. inregistriri electrofiziologice realizate in conditii de gradient de concentratie
(trans 3 M KCl/cis 0.1 M KCl), pH neutru si AV =+ 80 mV, ale curentului ionic mediat de
nanoporul de a-HL in prezenta a 5nM AuNP (a, c) inainte si dupd adagarea ulterioarda a
amestecurilor preformate dintre 1 uM PNA2 si 4 uM ADN complementar HCV (b) sau
necomplementar HIN1 (d). [Mereuta L. et al, Scientific Reports, 2020]

In figura 6 se pot observa evenimentele de blocaj distincte induse de interactiunea
nanoporului proteic cu AuNP (paneluri a, ¢) sau cu fragmentele libere de ADN necomplementar
cu PNA2 (panel d). Adaugarea ulterioara in partea cis a membranei, a complexelor preformate
de PNA - ADN complementar (PNA2/HCV) duce la aparitia unor evenimente de blocare
(figura6 panel b) identice cu cele observate Tn experimentele anterioare (figura 6 panel ¢) in
care s-au adaugat succesiv PNA2 si respectiv HCV si care sunt asociate interactiunilor dintre
nanopor si complexele moleculare AUNP/PNA2/HCV. In situatia in care s-au adaugat solutii
mixte de PNA-ADN necomplementar (PNA2/H1N1), singurele evenimente de blocare detectate
corespund proceselor de translocare prin nanopor a fragmentelor libere de HLIN1, asemanatoare
din punct de vedere cinetic cu evenimentele de blocaj Tnregistrate in prezenta fragmentelor
libere de ADN.
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Intrucat nanoparticulele de AuNP (5 nM) functionalizate cu citrat prezinti sarcini
electrica negativa la suprafata, ele sunt transportate electroforetic catre gura porului si captate
reversibil, atunci cand se aplici o diferenta de potential pozitivi la trans. In urma interactiunii
AUNP cu nanoporul de a-HL, se observa o serie de evenimente de blocaj a curentului ionic prin
por, descrise de amplitudinea AI (AI = Iopen - Ibiock) si durata medie a acestora (Toff). Din analiza
statistica a timpului mediu de interactiune a nanoparticulelor cu nanoporul proteic de a-HL (7),
S-a observat cresterea acestor valori, odata cu diferenta de potential aplicata (4V). Acest lucru
ne indica faptul ca procesul de disociere a AuNP de nanopor este defavorizat, ceea ce are sens,
Tntrucat in timpul acestui proces nanoparticulele anionice se misca in directia opusa campului
electric.
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Figura 7: Variatia timpului mediu al evenimentelor
0.000- de blocaj cu diferenta de potential aplicatd, in cazul
interactiunii AuNP cu nanoporul proteic. (L.
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Acestea fiind mentionate, sunt indeplinite obiectivele propuse pentru desfasurarea celei
de a doua etape a proiectului, demonstrand detectia unor secvente tinta de fragmente
monocatenare de ADN, prin intermediul proceselor de hibridizare cu complexele conjugate
AuNP-PNA.
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