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Detectia multiplex, cu sensibilitate si selectivitate moleculara, a unor miRNAs relevante
fiziologic, cu ajutorul unor xeno acizi nucleici

-RNANANODETECT-

Etapa 1 - Caracterizarea macroscopicid a complexului PNA-miRNA hibridizat. Detectia
amprentei specifice a moleculelor poli(Arg)-PNA, miRNA si a duplecsilor PNA-MiRNA
utilizind nanoporul de a-HL (partea I).

Unul dintre principalele obiective ale biotehnologiei si nanotehnologiei este acela de a
concepe protocoale de detectie a genomului molecular fara a utiliza marcatori moleculari, de a
discrimina si manipula molecule individuale de ADN/ARN in solutii apoase. Tehnica de detectie
moleculara la nivel de singura molecula cu ajutorul nanoporilor permite detectia directa si in timp
real a unei mari varietati de molecule, cu un cost scazut si consum redus de materiale.

Principiul de lucru al acestei abordari urmeaza in general aceastd succesiune de
evenimente: (a) un camp electric conduce o macromolecula de interes catre nanoporul inserat in
membrana lipidica, (b) captarea tranzitorie a macromoleculei in interiorul nanoporului duce la
deplasarea unui volumul de solvent corespunzator in sistem, care implica modificari ale rezistentei
electrice ale nanoporului, (c) aplicand o diferenta de potential de o parte si de alta a nanoporului,
apar modificari reversibile ale curentului ionic (dat de ionii de K* si CI" proveniti din disocierea
sarii KCI din solutia electrofoziologica) masurat de-a lungul nanoporului, vazute ca evenimente
de blocaj ale nanoporului. Analiza statistica a amplitudinii unor astfel de evenimente de blocaj, a
duratei blocajului si a frecventei evenimentelor ofera informatii importante despre caracteristicile
fizice si chimice ale macromoleculei studiate, cu rezolutie temporala (microsecunda) si rezolutie
spatiala (scara nanometrica) ridicate.

Tn implementarea acestei etape, am utilizat metoda de detectie selectiva si de discriminare
a secventelor specifice ale unor secvente DNA similare cu miRNA cu ajutorul nanosenzorului
molecular de o-HL, studiind modificarea curentului ionic de blocaj data de translocarea prin
nanoporul proteic de a-HL a moleculelor de poli(Arg)-PNA, DNA similare cu miRNA si a
duplecsilor PNA- DNA similare cu miRNA, in care moleculele de PNA sunt acizi peptidonucleici,
analogi sintetici ai moleculelor de DNA, in care structura fosfat-dezoxiriboza este inlocuita cu un
lant polipeptidic. Initial s-a analizat amprenta specifica a moleculelor de poli(Arg)-PNA si a celor
de DNA similare cu miRNA. S-a constatat ca moleculele de PNA neutre din punct de vedere
electric nu interactioneaza cu nanoporul, indiferent de polaritatea aplicata (Figura 1.a, b) iar
moleculele de PNA functionalizate cu aminoacizi de Arg incarcati electric pozitiv la pH=7,
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poli(Arg)-PNA, sunt captate la gura porului de cdmpul electric generat de o diferenta de potential

transmembranara negativa atunci cand sunt adaugate de partea Cis si transloca spre trans (Figura
l.c, d).
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Figura 1. PNA-urile a), b) neutre si c¢), d) cationice interactioneaza distinct cu un singur nanopore o-H,
in functie de potentialul a), c) trans pozitiv (AV =+ 180 mV), fie b), d) trans negativ (AV = - 180 mV).
(Dragomir et al., Anal.Chem, 2020, 92)

S-a observat ca moleculele de DNA similare cu miRNA care transloca prin nanopor din
partea cis citre trans dau un blocaj cu o formi specifici si cu o durati de ordinul 10 s pentru
diferente de potential cuprinse intre 180-200 mV, precum putem observa in Figura 2. |
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Figura 2. I. Interactiunea moleculei tinta de DNA similar cu miRNA, cDNA, cu nanoporul proteic de
a-HL: a) fluctuatiile reversibile ale curentului ionic date de moleculele tinta cDNA, b) forma semnalului
specific unui eveniment de blocaj. Il. Interactiunea moleculei proba PNA si a moleculei tintid de DNA
similar cu miRNA, cDNA, cu nanoporul proteic de a-HL: a), b) fluctuatiile reversibile ale curentului
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ionic date de molecula tinta cDNA; semnalul specific interactiunii ¢) CDNA si BPNA si d) cDNA si RPNA.
(Dragomir et al., Anal.Chem, 2020, 92)

Tn conformitate cu constatirile anterioare (Asandei A. et al., ACS Sens. 2019, 4 (6)), forma
semnalului specific translocarii unei singure molecule tinta de DNA similare cu miRNA prin
nanopor are doua trepte, prima fiind data de patrunderea moleculei in vestibulul mai larg (substarea
V) si a doua, de trecerea prin regiunea de constrictie in lumenul nanoporului (substarea L), urmata
de iesirea de partea trans a nanoporului.

Pentru a studia semnalul dat de duplecsii PNA-DNA similar cu miRNA, in sistemul
experimental in care se gasesc moleculele tintd de DNA similar cu miRNA, se adauga moleculele
probd de PNA. Dacd moleculele tinta sunt complementare cu cele proba, atunci va avea loc
hibridizarea PNA-DNA similar cu miRNA, ce vor avea un semnal specific complecsilor
hibridizati, usor de distins (Figura 2.1l. ¢, d). Daca cele doud tipuri de molecule nu sunt
complementare, vom identifica in semnalul inregistrat doar amprenta specifica fie a moleculelor
de poli(Arg)-PNA si fie a celor de DNA similare cu miRNA. In felul acesta se realizeaza detectia
cu sensibilitate si selectivitate moleculard, a unor DNA similare cu miRNAs relevante fiziologic
cu ajutorul sistemului nanopor proteic de a-HL - molecule de PNA.

Act 1.1 - Al.1 Selectarea secventelor optime a moleculelor de miRNA tinta si PNA proba in
vederea obtinerii unei hibridizari eficiente in solutia fiziologica. Investigarea stabilitatii
complecsilor PNA-miRNA dublu catenari si discriminarea acestora pe baza
complementaritatii sau necomplementaritiatii acestora prin tehnici de spectroscopie si
calorimetrie de titrare izotermica (ITC).

Pentru a obtine o hibridizare eficientd in solutia electrofiziologicd, am testat o molecula
tinta de DNA similara cu miRNA, cDNA, complementara cu doua tipuri de molecule PNA proba,
si anume BPNA ce contine nucleobazele complementare si RPNA, care are in plus un lant
polipeptidic (R)10 conjugat la capatul 5° terminal. Acest lant polipeptidic ii conferd moleculei de
RPNA o sarcina electrica net pozitiva data de aminoacizii de arginina (solutie electrofiziologica 3
M KCI, si 10 mM HEPES, pH = 7.3).

Tabel 1. Secventele primare ale moleculelor de interes. Moleculele BPNA si RPNA au aceeasi structura
primard, complementara moleculei de cDNA, insa molecula de RPNA prezinta o polipeptida (R)1o.

Secventa primara a moleculelor de interes
cDNA 3’- CACTATATGCCACTA -5’
RPNA Ac-(R)10-5’- GTGATATACGGTGAT - 3’
BPNA 5’- GTGATATACGGTGAT - 3’

S-au adaugat in zona cis a nanoporului proteic moleculele de cDNA 1n concentratie de 0.5
uM, dupa care s-au adaugat moleculele de PNA 1n concentratie de 5 uM. Odata adaugate la cis,
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moleculele proba de PNA vor hibridiza cu moleculele tintd de DNA similare cu miRNA, procesul
fiind vizibil Tn curentul ionic mediat de nanoporul proteic. Complexul hibridizat BPNA-cDNA are
o0 sarcina electrica neta negativa data de gruparile fosfat ale cDNA-ului de -15 le-I, molecula de
BPNA fiind neutra. Complexul RPNA-cDNA are o structura de dipol electric, data de secventa
polipeptidica (R)10 pozitiva cu o sarcina electrica de 10 le’l si sarcina negativa a gruparilor fosfat
ale cDNA-ului de -15 le’l, complexul avand o sarcina electrica neta de -5 le-l. Complecsii cu sarcini
electrice nete negative vor fi dirijati in sensul cis-trans de catre forta electroforetica F*e‘lp si vor
putea fi discriminati in functie de amprenta specifica a fiecaruia in curentul ionic mediat de
nanopor.
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Figura 3. Ilustrarea tipurilor de eveneimente rezultate in urma interactiunii dintre nanoporul proteic
de o-HL si complecsii moleculari: 1. BPNA-CDNA si Il. RPNA-CDNA. Se observa doua tipuri de
evenimente: 1.a) si 11.a) complexul este captat in interiorul vestibulului apoi se intoarce Tn zona cis a
nanoporului, respectiv evenimentele in care complexul a disociat ih molecula de cDNA ce va transloca mai
departe prin lumen spre trans si in moleculele de BPNA 1.b), respectiv RPNA 11.b), care se intorc in zona
cis. Histogramele din dreapta ilustreaza amplitudinea evenimentelor de blocaj produse de BPNA-cDNA
I.c) si RPNA-cDNA I1.c). (Dragomir et al., Anal.Chem, 2020, 92)

Din motive sterice si de volum, complexul PNA-cDNA cu un diametru de 2 nm patrunde
n vestibul cu diametru interior de 2,6 nm dar nu poate transloca mai departe prin zona de
constrictie ce masoara 1,4 nm in diametru. Astfel, s-au observat ca in urma interactiunii dintre
complecsii moleculari PNA-cDNA si nanoporul proteic de o-HL rezulta doua tipuri de
evenimente: cele corespunzatoare intoarcerii in zona cis a complexului aflat in vestibul, fara a se
produce desfacerea complexului, ca in Figura 3. 1.a) si 1l.a), respectiv evenimentele in care
complexul a disociat Tn molecula de cDNA ce va transloca mai departe prin lumen spre trans si
moleculele de BPNA (Figura 3. 1.b), respectiv RPNA (Figura 3. I11.b), care se intorc in zona cis.
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AV (mV) S-a observat ca timpul mediu al unui blocaj
dat de BPNA-CDNA((toff BpNA-cDNA= 0.196+0.033 s la AV=1+200 mV) este mai mare fata de cel dat
de RPNA-CDNA (toff rrna-coNA= 0.078+0.004 s la AV=+200 mV), asta pentru ci in cazul structurii
moleculare de tip macrodipol BPNA-cDNA actioneaza doud forte electroforetice in sens opus
asupra componentelor incarcate ale complexului, ce duc la ruperea acesteia intr-un timp mai scurt,
spre deosebire de complexul BPNA-cDNA negativ, asupra caruia actioneaza o singura forta
electroforetica, spre trans.

Analizand timpul mediu de interactiune a complecsilor cu nanoporul proteic de a-HL
(Figura 4.) putem investiga stabilitatea complecsilor PNA-DNA similar cu miRNA dublu catenari
fara a folosi tehnici precum tehnici de spectroscopie si calorimetrie de titrare izotermica (ITC),
care necesitd o concentratie mult mai mare de molecule, datele obtinute din experimentele de
electrofiziologie (constantele de reactie) fiind corelate cu rezultatele pe care le-am fi obtinut
utilizand tehnicile mentionate. Observam ca este mai stabil complexul BPNA-cDNA fata de cel
RPNA-cDNA cu structura de macrodipol.

Act 1.2 - A1.2 Analiza termodinamica a influentei functionalizarii moleculelor de PNA cu
polipeptide de arginina, de diferite lungimi, asupra energiei de asociere a complecsilor PNA-
MiRNA.

Pe baza rezultatelor obtinute s-a realizat un model cinetic care descrie interactiunea
stohastica dintre nanoporul proteic de a-HL si complecsii moleculari PNA-DNA similar cu
miRNA (Figura 5.), util in analiza energiei de asociere a acestora.
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Figura 5. Modelul cinetic care descrie interactiunea dintre nanoporul proteic de o-HL si complecsii
moleculari PNA-cDNA: starea ”O” este data de porul liber; starea V> data de duplexul ce patrunde in
interiorul vestibulului; procesul de desfacere a complexului PNA-cDNA(unziping) incepe cu captarea in
lumen a secventei cDNA din complexul aflat in vestibul, starea ”VL”; pe masurd ce molecula de cDNA
transloca prin lumen in starea ”L”, complexul se desface treptat, pana cand cele doua molecule se desprind
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in totalitate una de cealalta, starea ”U”, iar molecula de cDNA translocéa de partea trans si molecula de PNA
difuzeaza in partea cis, sistemul revenind la starea "O”. (Dragomir et al., Anal.Chem, 2020, 92)

Analizand constanta de disociere completa a complecsilor moleculari PNA-cDNA aflati in
zona vestibulului nanoporului (kLu), s-a observat ca disocierea complecsilor de tip macrodipol
RPNA-cDNA este mai rapida decat cea a complecsilor BPNA-cDNA (Figura 6, a), ceea ce
inseamna ca energia de asociere este mai mare in cazul complexului BPNA-cDNA fara lantul
poli(Arg) conjugat. Prezenta cozii de poliarginine in cazul complexului RPNA-cDNA contribuie
la existenta a doud forte electroforetice de sens opus ce ationeaza asupra complexului (Fe care
actioneaza asupra poli(Arg) incarcata electric pozitiv si Felp care actioneaza asupra moleculei de
cDNA incarcata electric negativ), ca in Figura 6, b), aparute in urma aplicarii unei diferente de
potential electric transmembranar, AV. Aceastd configuratie duce la scaderea energiei libere de

desfacere a duplexului RPNA-CDNA (AGs) in comparatie cu cea a duplexului BPNA-CDNA (AGa),
conferindu-i celui din urma o stabilitate mai ridicata (Figura 6. b).
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Figura 6. a) Estimarea calitativa a constantei de reactie ki u ce caracterizeaza cinetica de desfacere completa
a complexului PNA-cDNA similar cu miRNA; b) Evidentierea energiei libere de desfacere (AG) a
complexului BPNA-cDNA(m) si RPNA-cDNA(#+). (Dragomir et al., Anal.Chem, 2020, 92)

Act 1.3 - A.2.1 Monitorizarea dependentei de concentratie si potential a semnalului generat
de miRNA (molecula tinta) si poli(Arg)-PNA (molecula probi) in interactiunile reversibile
cu nanoporul de a-HL

Tn urma mai multor experimente, s-a constatat ci utilizarea unui raport molar de 1:10
cDNA:PNA, moleculele de PNA fiind in exces, este mai adecvata deoarece creste probabilitatea
de hibridizare. Astfel ca s-au adaugat de partea cis a nanoporului proteic de a-HL moleculele de
cDNA in concentratie de 0.5 pM si moleculele de PNA in concentratie de 5 uM.

S-a analizat dependenta de potentialul aplicat a intervalelor de timp necesare translocarii
prin lumen a fragmentelor de cDNA adaugate in partea cis a nanoporului si cele provenite in urma
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desfacerii complecsilor BPNA-cDNAsi RPNA-cDNAaflati in vestibul (Figura 7. a) si s-a observat
ca timpii de translocare scad odatd cu cresterea potentialului aplicat, asa cum ne-am fi asteptat,
datorita cresterii fortei electrice care actioneazd asupra moleculelor.

De asemenea, putem vedea ca timpul de translocare a unei molecule de cDNA individuale
este cu doud ordine de marime mai mare decat cel al unei molecule provenite din duplexul PNA-
cDNA aflat in vestibulul nanoporului de a-HL. O alta observatie este faptul ca timpul de
translocare a cDNA-ului provenit din complexul mai stabil BPNA-cDNA este aproximativ dublu
fatda de cel specific cDNA-ului provenit din duplexul cDNA-RPNA, datorita fortei electrice
suplimentare resimtita de poli(Arg) din complexul RPNA-cDNA care duce la ruperea mai rapida
a complexului, deci la o translocare mai rapida a moleculei de cDNA prin lumen.
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Figura 7. Dependenta de potential a intervalelor de timp asociate cu interactiunea moleculelor proba
de poli(Arg)-PNA si a moleculelor tinta cDNA similar cu miRNA cu e-HL. (a) Timpul mediu
corespunzator starilor moleculare in care fragmentele de cDNA adaugate in partea cis (m) si cele provenite
in urma desfacerii complecsilor aflati Tn vestibul BPNA-cDNA (V) si RPNA-cDNA (A) transloca prin
lumenul nanoporului. (b) Duratele medii corespunzatoare tranzitiilor vestibul-lumen intreprinse de BPNA-
CDNA (V) sau RPNA-cDNA (A), captate initial in interiorul vestibulului nanoporului. (Dragomir et al.,
Anal.Chem, 2020, 92)

Duratele medii corespunzatoare tranzitiilor vestibul-lumen ale complecsilor BPNA-cCDNA
si RPNA-cDNA (Figura 7. b) cresc odata cu cresterea potentialului aplicat, lucru surprinzator. O
posibild explicatie este aceea ca la diferente de potential ridicate, interactiunea dintre complex si
zona de constrictie este mai puternica iar molecula de cDNA reuseste mai greu sa ajungd intr-0
conformatie favorabild patrunderii in zona de constrictie de 1,5 nm, ca apoi sa transloce prin lumen.
Astfel complexul zdboveste un timp tv—r mai lung in vestibul la potentiale mari, pana cand
molecula de cDNA gaseste o pozitie favorabild Inceperii procesului de desfacere.

Asadar, in interactiunea dintre nanoporul de a-HL si complexele PNA-DNA similar cu
miRNA, fortele electroforetice opuse, direct proportionale cu potentialul aplicat, duc la scaderea
timpului de rupere a complexului cDNA-RPNA, care are o structura de macrodipol data de sarcina
negativa a back-bone-ului cDNA si de polipeptida conjugata secventei de PNA complementara.
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Act 1.4 - A2.2 Identificarea conditiilor optime pentru imbunétitirea captirii de citre
nanopor a moleculelor de interes si cresterea sensibilitatii de detectie a duplecsilor PNA-
MiRNA

Tn studiile descrise mai sus, in care s-au folosit ca molecula tinta cDNA si ca moleculd
proba BPNA si RPNA, zona de adaugare a fost aleasa cis pentru a servi mai bine scopului
experimentului si S-au aplicat potentiale pozitive datorita faptului cd molecula de DNA similara cu
miRNA are o sarcind electricd netd negativa si astfel se va indrepta dinspre Cis cdtre trans in
campul electric derivat din diferenta de potential transmembranar, facilitdind interactiunea si
translocarea prin nanoporul proteic.

Am testat alte doud tipuri de molecule tintd (DNA)) si proba (pbi) pentru a determina
conditiile optime tipului de experiment si am folosit diverse configuratii experimentale in care am
modificat zona de adaugare a moleculelor de interes (cis sau trans) si polaritatea potentialului
transmembranar aplicat (+ sau -).

Tabel 2. Secventele primare ale moleculelor de interes: moleculele proba pb3 respectiv pb4 sunt
complementare cu moleculele tintd DNA1 respectiv DNA2,

pb3 CTT TTG GTG T RRRRRRRRR

pb4 GTT TGT TCT G RRRRR
DNAL ACA CCA AAA G ATCACATTGG (5 — 3)
DNA2 CAG AAC AAA C CCAAGGAAAT (5 — 3)

Captarea moleculelor de interes de catre nanopor este guvernatd de cateva efecte
concurente, cele mai importante fiind: electroforeza, penalizarea entropica data de limitarea fizica,
contributia entalpica asociatd interactiunilor specifice dintre peptide si intrarea in por si
electroosmoza. Nanoporul proteic heptameric de a-HL este asimetric din punct de vedere
geometric si electric, astfel ca cele patru efecte mentionate mai sus vor altera diferit rata de captura
a analitului de fiecare parte a nanoporului.

Tn urma experimentelor s-a constata ci pentru a atinge obiectivul propus este necesard
configuratia experimentala in care moleculele de interes sunt adaugate in partea trans a
nanoporului molecular si sunt aplicate diferente de potential transmembranar pozitive. In cazul
celorlalte configuratii, complexul nu a putut fi detectat.

O posibild explicatie este data de efectul interactiunii electrostatice de atractie dintre
moleculele incarcate electric pozitiv din constituenta duplecsilor moleculari (molecule de DNA
similare cu miRNA, denumite aici pbj) si aminoacizii incarcati negativ de la gura lumenului (Qring
=|-7e7l). O alta explicatie este data de faptul ca forta electroforetica este mai intesa de partea trans
a nanoporului, la intrarea in lumenul B-barrel, fata de intrarea in vestibulul nanoporului, de partea
cis. La o prima aproximatie, considerand nanoporul si membrana izolatori perfecti, in cazul de
stationaritate, cAmpul electric este mai intens in zona mai ingusti a canalului ionic. In consecint,
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campul electric la intrarea in lumen este mai mare decat cel de la intrarea in vestibulul porului,
ceea ce duce la 0 probabilitate de captare crescuta a complexului in zona trans.

Act 1.5 - A.2.3 Selectarea si testarea unor molecule PNA functionalizate cu cozi de
poliarginina de diferite lungimi in vederea obtinerii unui semnal specific, dependent de
lungimea cozii, la interactiunea cu un singur por de a-HL (partea I).

Pentru a creste eficienta metodei si a controla diferiti parametri precum stabilitatea
duplexului PNA-miRNA, am testat molecule PNA functionalizate cu cozi de poliarginind de
diferite lungimi si am analizat semnalele date de acestea in urma interactiunii cu un nanopor proteic
de a-HL. Moleculele de PNA utilizate sunt: pp3-CTT TTG GTG T — (R)g ce contin 9 aminoacizi
de arginine si pp4d - GTT TGT TCT G - (R)s cu 5 aminoacizi de arginine.

Moleculele de PNA au fost adaugate in compartimentul trans, intr-o concentratie de 4 uM,
si s-au aplicat diferente de potential transmembranar pozitive, astfel ca moleculele difuzate in zona
lumenului, sunt captate electroforetic de catre nanopor si transloca prin canalul ionic, ajungand in
final Tn compartimentul cis. Modul de interactiune cu nanoporul de a-HL (ton) si timpul de
translocare (Toff) difera pentru pb3 si pb4 dupa cum se observa in Figura 8.
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Figura 8. Cinetica de interactiune a nanoporului proteic de a-HL si a moleculelor proba, pb3 si pb4,
adaugate in concentratie de 4 uM in compartimentul trans: a) torr este timpul de translocare a moleculei
prin nanopor, b) ton reprezinta intervalul de timp dintre doud evenimente succesive.

Putem observa ca timpul de translocare prin nanopor, Toff, €Ste mai mare in cazul pb3 - (R)9
fata de pb4 - (R)s, si, de asemenea, variatia cu potentialul aplicat este mai rapida. Avand un numar
mai mare de aminoacizi incarcati electric pozitiv, interactiunea electrostaticd de atractie dintre
acestia si sarcinile electrice negative ale reziduurilor aminoacidice de pe suprafata internd a
canalului ionic duce la o translocare mai lentd a moleculei pb3 prin nanopor. Odata cu cresterea
diferentei de potential transmembranar aplicatd, lantul de poliarginine din pb3 va simti o forta
electroforetica mai puternica, ceea ce va duce la linializarea de-a lungul cdmpului electric si la o
translocare din ce in ce mai rapida. In cazul intervalului de timp dintre doud evenimente succesive,
Ton, Observam ca interactiunea dintre pb3 - (R)9 si nanoporul proteic este mai rapida fata de cea cu
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pb4 - (R)s, datorita atractiei electrostaice augumentate dintre cele noua arginine si aminoacizii

negativi de la intrarea in lumen si a faptului ca pb3 - (R)g este liniarizata in masura mai mare fata

de pb4 - (R)s in campul electric resimtit de molecule .

Pentru a studia comportamentul celor doud molecule proba de PNA functionalizate cu cozi
de poliarginina de diferite lungimi in interiorul canalului ionic al nanoporului proteic de a-HL, am
calculat amplitudinea blocajului relativ corespunzatoare curentului ionic rezidual I, astfel:

AIblock _ Iblock - Iopen

Iopen Iopen
unde I,,., reprezintd intensitatea curentului ionic masuratd prin porul liber de o-HL iar Iyjock
corespunde intensitatii de blocaj dat de interactiunea moleculei cu nanoporul proteic.

® pb3
-0.6- B pb4

Figura 9. Variatia amplitudinii blocajului relativ
corespunziator interactiunii moleculelor PNA cu
nanoporul proteic de a-HL. Cu albastru sunt reprezentate
valorile pentru moleculele de pb3 iar cu magenta sunt
; : ‘ . reprezentate valorile pentru moleculele de pb4. Liniile
140 160 180 200 punctate reprezintd fitarea liniard a wvalorilor cu panta
AV (mV) constanta fixata la valoarea 0.

AIIO
i
o
o
o
o'm-

-1.04

Tinand cont de faptul ca amplitudinea blocajului relativ Tn curentul ionic are valori
negative, in Figura 9. observam ca moleculele de pb3 - (R)e blocheaza canalul ionic intr-o masura
mai mare (| Albiock/lopen P03 | = 0.9156 + 0.0007) fatd de moleculele de pb4 - (R)s ( | Albiock/lopen
pb4 | =0.8705 £ 0.0109), posibil datorita dimensiunilor mai mari si a interactiunii celor 9 arginine
cu aminoacizii de pe suprafata interioard a nanoporului.

Am reusit astfel sa indeplinim obiectivele pe care le-am propus si sda demonstram
viabilitatea tehnicii, urmand ca in etapele urmatoare sa eficientizim detectia multiplex, cu
sensibilitate si selectivitate moleculara, a unor molecule de DNA similare cu miRNAs relevante
fiziologic, cu ajutorul sistemului nanopor biologic — molecule de poli(Arg)-PNA.
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Rezultatele si modul de diseminare a rezultatelor.
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