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

-RNANANODETECT-

Etapa 2 - Detectia amprentei specifice a moleculelor poli(Arg)-PNA, miRNA si a duplecsilor PNA-
miRNA utilizind nanoporul de a-HL (partea a 11-a). Evidentierea specificitatii tehnicii bazate pe
utilizarea nanoporului de a-HL in detectia moleculelor de miRNA. Elaborarea mecanismului
dielectroforetic de captare a complexului poli(Arg)-PNA — miRNA de citre un singur nanopor.

Tn perioada pandemiei globale COVID-19 a devenit mai clard ca niciodati nevoia de a folosi
tehnologii de diagnosticare a agentilor patogeni in timp util pentru a detecta si preveni imbolnavirea.
Tehnicile actuale de detectie a secventelor de ADN sau ARN (precum PCR) prezinta o serie de provocari
pentru ca sunt complexe, costisitoare si necesita personal calificat. Detectia acizilor nucleici cu ajutorul
nanoporilor este 0 metoda Tn timp real, mai ieftina, usor de implementat si de operat.

In cadrul studiului nostru am testat o metoda de detectie la nivel de singurd molecula cu ajutorul
nanoporului proteic de o-hemolizind (o-HL), care nu necesitd marcare sau amplificare, bazatd pe
complementaritatea dintre secventa acidului nucleic tintd si secventa unui acid nucleic proba sintetizat.
Astfel, am Tnregistrat si analizat semnale date de molecule proba de poli(Arg)-PNA (analogi sintetici ai
moleculelor de DNA, in care backbone-ul este inlocuit cu o structura peptidica), de secvente tinta de DNA
similare cu miRNA si de duplecsii poli(Arg)-PNA-DNA similar cu miRNA, formati in urma hibridizarii
secventelor complementare ale acizilor nucleici (Fig. 1). Astfel, prezenta sau lipsa complexului hibridizat
ne indica daca proba contine sau nu DNA-ul similar cu miRNA cautat, demonstrand specificitatea tehnicii
bazate pe utilizarea nanoporului de a-HL in detectia moleculelor de DNA similare cu miRNA.
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Fig. 1 Mecanismul dielectroforetic de captare a complexului poli(Arg)-PNA — miRNA de catre un singur nanopor. Este
stabileste un curent ionic, O. Adaugand moleculele proba poli(Arg)-PNA cu o sarcin electrica neté pozitiva Tn sistem, acestea
sunt atrase in cAmp electric catre nanopor si produc fluctuatii reversibile in curentul ionic, B1. Moleculele de DNA similare cu
miRNA cu o sarcind electricd netd negativa adaugate ulterior sunt dirijate in sens invers translocarii prin nanopor,
neinteractionand cu nanoporul. Dacd moleculele tintd cDNA similare cu miRNA sunt complementare cu moleculele proba
poli(Arg)-PNA, atunci se va forma duplexul poli(Arg)-PNA-cDNA, cu o structurd de dipol electric, ce va interactiona cu
nanoporul proteic si va avea o amprenta specificd, B2. (Mereutd et al., Anal. Chem 2022, 94)
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Act 2.1 - 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 a-11-a).

Sensibilitatea si performanta analitica a tehnicii au fost testate pe secvente de acizi nucleici similare
ca si compozitie si lungime cu secvente specifice pentru fosfoproteina nucleocapsida (gena-N) a virusului
SARS-CoV-2, reprezentativa pentru testarea Covid-19. Deoarece materialul ARN necesitd conditii stricte
de manipulare si facilititi de depozitare, in scopul efectudrii acestui studiu am recurs la utilizarea de
omologi DNA identici din punct de vedere structural, care prezinta timina in loc de uracil (Tabel 1). Au
fost proiectate ca molecule proba acizi peptidonucleici, PNA, complementari secventelor de DNA,
conjugati cu secvente de aminoacizi arginind, poli(Arg), de lungimi diferite. Secventele poli(Arg)-PNA,
notate aici cu PAS, PA9 si PA13, sunt functionalizate cu 5, 9 si respectiv 13 aminoacizi Arg la capatul C
terminal (Tabel 1).

Pentru a testa moleculele de PNA functionalizate cu cozi de poliarginind de diferite lungimi in
vederea obtinerii unui semnal specific dependent de lungimea cozii, am analizat interactiunea dintre un
singur nanopor de a-HL si moleculele proba de poli(Arg)-PNA adaugate in concentratie de 4 uM de partea
cis, respectiv trans, la o concentratie de 3M KCl a solutiei de inregistrare si pH=7.

Tabel 1. Structurile primare si masele moleculare corespunzatoare moleculelor proba de poli(Arg)-PNA si moleculelor tinta
DNA monocatenar similar cu miRNA. Dreptunghiurile rosii ilustreaza duplecsii hibridizati poli(Arg)-PNA-DNA. (Mereutd et
al., Anal. Chem 2022, 94)
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Pentru segmentele de poli(Arg)-PNA adaugate in partea cis a nanoporului de a-HL s-au aplicat
diferente de potential transmembranar negative (Fig. 2. I. a, b, ). Astfel de conditii ofera inregistrari fara
interferente date de interactiunea cu nanoporul a fragmentelor anionice de DNA similare cu miRNA
nehibridizate.

Din analiza statistica am observat ca timpul mediu al intervalelor dintre evenimentele succesive
de captare (ton) depinde invers proportional cu lungimea fragmentului poli(Arg). Acest lucru se datoreaza
faptului ca forta electroforetica ce actioneaza asupra moleculelor de poli(Arg)-PNA creste odata cu sarcina
electrica netd pozitiva a acestora, ceea ce rezulta intr-o captare electroforetica mai frecventa a moleculelor
proba n nanopor.
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Fig. 2 Detectarea moleculelor proba de poli(Arg)-PNA adaugate: |I. la intrarea cis Tn vestibul a nanoporului a-HL, II. la
intrarea trans n lumenul nanoporului a-HL. Experimente tipice care arata interactiunea reversibila dintre nanoporul de a-HL
si 4 uM PAD5 (a), PA9 (b) sau PA13 (c), la AV = -140 mV, intr-un electrolit care contine 3M KCI, pH = 7. (Mereutd et al.,
Anal. Chem 2022, 94)

O examinare mai atenta a unor astfel de inregistrari a confirmat ca poli(Arg)-PNA-urile provoaca
fluctuatii distincte in curentul ionic de blocaj in timp ce traverseaza nanoporul. Pe baza argumentelor
volumetrice simple, substarile By si BL (Fig. 2, Fig. 3) au fost atribuite translocarii analitului in interiorul
vestibulului si, respectiv, lumenului nanoporului, cu volume interioare diferite.

d)
vestibul

lumen

Fig. 3 Fluctuatiile specifice produse de translocarea moleculelor de poli(Arg)-PNA prin nanopor. Evenimentele de blocaj
masurate la AV = -140 mV reflecta capturarea reversibila a PAS (a), PA9 (b) si PA13 (c) la intrarea cis a nanoporului de o-
HL, din starea deschis (,,0”) cétre vestibulul partial blocat (By) si lumenul partial blocat (nivelurile B;! si B;?). d) Sectiune a
nanoporului de a-HL, Tn care se pot observa partea de vestibul si lumen. (Mereutd et al., Anal. Chem 2022, 94)

O secventa de poli-Arg mai mare alaturatd moleculelor PNA se coreleaza cu o aparitie mai clara a
celor doua niveluri B (Fig. 2 si Fig. 3). Speculam ca nivelurile suplimentare By apar datorita ocluzionarii
fizice distincte a nanoporului de catre moleculele de poli(Arg)-PNA cu diferite lungimi, ceea ce produce
modificari ale sarcinii ionice excluse din interiorul lumenului induse de fragmentele PNA, si deci valori
diferite ale curentului ionic. Cu alte cuvinte, moleculele de poli(Arg)-PNA adopta diferite conformatii in
interiorul lumenului, ceea ce rezultd in aparitia subnivelurilor Br1 si Bro. Astfel, am confirmat ca
moleculele proba PAS, PA9 si PA13 au provocat un raspuns distinct in timp ce interactioneaza reversibil
cu nanoporul si, cu cat secventa de poli(Arg) este mai lunga, cu atat mai bine se vad astfel de interactiuni.
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Pentru a rafina si mai mult discriminarea moleculelor, am efectuat experimente cu analitii adaugati
n partea trans a nanoporului (Fig. 2, I1). In acest caz, diferentele de potential trans-pozitive favorizeaza
captarea reversibila a moleculelor proba de catre nanopor. Datoritd sarcinii electrice nete negative de la
intrarea Tn lumenul nanoporului, captarea moleculelor cationice de poli(Arg)-PNA este intensificata
datorita interactiulilor electrostatice de atractie, ceea ce se reflecta si in valorile timpilor medii ton dintre
doua evenimente de blocaj succesive. Analiza statistica a aratat ca lungimea secventelor de poli(Arg)
faciliteaza evenimentele de captare la nivelul lumenului nanoporului proteic si influenteaza in mod invers
proportional timpul mediu ton. Contributia (i) fortei electroforetice care actioneaza asupra moleculei proba
si (i) a atractiei electrostatice intre sarcina electricd netd negativa a intrarii In nanopor si moleculele
cationice duc la scaderea barierei energetice de captare la nivelul intrarii Tn lumenul nanoporului la
diferente de potential transmembranare mari. Tn acest tip de experiment s-a observat existenta unui blocaj
general, B, care n cazul moleculei proba cu cea mai lunga secventa de poli(Arg) prezinta doua subniveluri,
B1 si B2, datorita configuratiilor pe care le poate adopta in interiorul nanoporului.

Act 2.2 - A3.1 Determinarea potentialului moleculelor de poli(Arg)-PNA in detectia uni- si multi-
nucleobazelor, precum si discriminarea moleculelor tinta de miRNA

Tn continuare am testat potentialul moleculelor de poli(Arg)-PNA in discriminarea secventelor de
DNA monocatenar similar cu miRNA. Stiind amprentele specifice pentru fiecare molecula proba de
poli(Arg)-PNA, am adaugat in sistem moleculele tinta complementare de DNA monocatenar similar cu
miRNA, denumite DNACc(PA5), DNAc(PA9) si DNAc(PA13), ceea ce a condus la formarea duplecsilor
moleculari poli(Arg)-PNA-DNA hibridizati prin intermediul legaturile de hidrogen intre perechile de baze
Watson-Crick (Fig. 4). Prezenta acestor duplecsi moleculari este detectata si diferentiata in functie de
lungimea secventei poli(Arg) atasata moleculeleor proba PAS, PA9 si PA13.

Astfel, avand in sistem moleculele proba de poli(Arg)-PNA Tn zona cis a nanoporului, am adaugat
moleculele tintd complementare de DNA similar cu miRNA si am observat ca semnalul inregistrat poate
fi corelat cu lungimea secventei de poli(Arg) din structura moleculei proba (Fig. 4, 1.). Cand moleculele
PAS5 si PA9 au fost folosite ca molecule proba, in urma hibridizarii cu cDNA(PAS) si cDNA(PA9) s-a
observat o descrestere a evenimentelor de blocaj, iar In curentul ionic inregistrat s-a observat prezenta
nivelurilor By si B, ca in cazul semnalului dat de moleculele proba individuale (Fig. 4, 1. a, b). Cand s-a
folosit molecula probd PA13, cu cea mai lungd secventa de aminoacizi incércati electric pozitiv, s-a
observat suplimentar ca hibridizarea cu cDNA(PA13) duce la aparitia unui nivel asemanator cu nivelul
Bv intélnit in semnalul dat de molecula proba PA13 analizata indivdual, Tnsa cu alta amplitudine (Fig. 4,
l.c).

In cazul moleculelor proba PA5 si PA9 si a moleculelor tintd complementare, acest rezultat se
datoreaza faptului ca la diferente de potential transmembranare negative semnalul Inregistrat este dat doar
de moleculele proba cationice de poli(ARG)-PNA, ce sunt atrase catre nanopor in camp electric, in timp
ce moleculele tintd de DNA si duplecsii anionici (Qpas-conapas)= —15|e—|; Qpas-coNA-(PA9) = —11]e—|) se
deplaseaza in sens opus translocarii (Fig. 4, 1. a, b). Astfel, intdlnim acelasi tip de semnal ca in cazul
moleculelor proba insd frecventa evenimentelor este scazutd deoarece moleculele proba libere
hibridizeaza cu moleculele tinta adaugate in solutie si astfel nu mai pot fi inregistrate.
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Fig. 4 Detectarea moleculelot tintd de DNA similare cu miRNA in urma hibridizarii cu moleculele probi de poli(Arg)-
PNA cu ajutorul nanoporului proteic de a-HL, cAnd moleculele de a) PA5 si cDNA(PAS), b) PA9 si cDNA(PA9), c) PA13
si cDNA(PA13) au fost adaugate 1. la cis sau Il. la trans, in concentratii de 4 uM poli(ARG)-PNA si 8 uM cDNA similar cu
miRNA. d) Tipuri de eveniment si subnivelurile asociate ce apar cdnd moleculele PA13 si cDNA(PA13) sunt addugate la cis,
pentru 3M KCI, pH = 7. (Mereuti et al., Anal. Chem 2022, 94)

Pentru molecula proba de PA13 si molecula tinta cDNA(PA13), duplexul hibridizat este canalizat
spre vestibulul nanoporului, in ciuda faptului ca are o sarcina electrica neta negativa (—7 |e—|). Astfel,
duplexul (~2,3 nm) patrunde in vestibululul nanoporului (~2,6 nm) si va produce in curentul ionic noul
nivel de blocaj Bv (Fig. 4, 1.c), insa nu va putea transloca prin zona de constrictie (~1.4 nm). Cu toate
acestea, duplexul blocat reversibil poate ocluziona partial zona de constrictie (BL?) si poate urma doui
cai: 1) fie fortele electroforetice care actioneaza asupra celor doua secvente incarcate electric opus duc la
desfacerea duplexului si promoveazi translocarea moleculei probia PA13 prin lumen (B.?), ii) fie nu
reusesc sa il desfaca si astfel duplexul se intoarce in mediul cis (Fig. 4, 1.d).

Adaugarea ulterioara a moleculelor complementare cDNA similar cu miRNA in zona trans care
contine moleculele proba poli(Arg)-PNA a dus la aparitia unor evenimente de blocaj dependente de tipul
de moleculi proba. In cazul moleculelor complementare PA5 si cDNA(PAS) s-a observat ¢a numarul de
evenimente de blocaj este mult mai rar, aceasta pentru ca moleculele de cDNA(PAS5) si duplecsii PA5-
cDNA(PAS) sunt opriti de la interactiunea cu nanoporul datorita orientarii lor in camp electric (Fig. 4,
I1.a). Atunci cand moleculele proba de PA9, respectiv PA13, sunt adaugate peste moleculele tinta
corespondente cDNA(PAD9), respectiv cDNA(PA13), in semnalul inregistrat s-a observat aparitia unui nou
nivel de blocaj, notat ca Bq Tn figura Fig. 4, 11.b, c. Acest nivel Bq este probabil generat de blocarea partiala
a fluxului ionic dat de duplexul poli(Arg)-PNA-cDNA (~2,3 nm) prins la gura nanoporului (~2 nm),
Tnainte de a fi eliberat Tnapoi n solutie Tn zona trans. Si in acest caz, duplexul nu poate patrunde in
interiorul canalului ionic datorita dimensiunii mari comparativ cu deschiderea trans. Alternativ, datorita
fortelor electroforetice care actioneazd asupra lui, duplexul poate disocia in cele doud segmente
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componente, astfel ca molecula de poli(Arg)-PNA va transloca prin nanopor catre partea cis, ducand la
aparitia nivelului de blocaj B specific interactiunii moleculei de poli(Arg)-PNA cu nanoporul (Fig. 4, 11.b,

c), iar molecula de cDNA similar cu miRNA va fi condus in camp electric in sens opus translocarii.

Act 23 - A3.2 Implementarea protocolului bazat pe nanopori pentru detectia
necomplementarititilor de tip uni- sau multi-nucleobazi in secvente miRNA de lungimi
asemainitoare, bazat pe analiza timpilor de rezidenta si de desfacere a complexului PNA-miRNAin
interiorul a-HL.

Am testat aceastd metodd bazatd pe nanopori pentru a detecta secvente de acizi nucleici
necomplementare si am obtinut rezultate promitatoare. Pornind de la molecula probda PA13 situatd in
mediul trans (Fig. 5, @), am adaugat molecula tinta necomplementara cDNA(PA9) (Fig. 5, b). Tn semnalul
Tnregistrat s-a observat doar nivelul de blocaj B caracteristic moleculei proba PA13, semn ca nu a avut loc
hibridizarea moleculelor. Moleculele de cDNA(PA9) sunt atrase in cAmp electric in sens opus translocarii
prin nanopor, astfel ca nu apar in semnalul ionic.

Atunci cand in sistem s-a adaugat molecula tinta cDNA(PA13) (Fig. 5, c), s-a observat aparitia
unui nivel de blocaj Bg: specific complexului hibridizat PA13-cDNA(PA13). Adaugand in solutie
molecula proba PA9 complementara cu molecula tinta cDNA(PA9) (Fig. 5, d), am remarcat un alt nivel
Ba2, specific duplecsilor hibridizati PA9-cDNA(PA9).
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Fig. 5 Detectia multiplex a moleculeleor tinti de DNA prin captarea de citre nanoporul de a-HL a duplecsilor hibridizati
poli(Arg)-PNA-cDNA. Semnalul dat de interactiunea moleculelor probd PA13—0-HL masurat la AV = +140 mV (@) raméane
nealterat in prezenta moleculei tintd necomplementare cCDNA(PA9) (b). Adaugarea moleculelor tintd complementare
cDNA(PA13) a provocat aparitia nivelului de blocare Bg, ceea ce sugereaza captarea duplecsilor hibridizati PA13-
cDNA(PAL13) (c). Pipetarea ulterioara a moleculei probd PA9, complementara cu cDNA(PA9) deja prezent, a generat
hibridizarea duplecsilor PA9-cDNA(PA9) care produc nivelul By, (d). Concentratiile moleculeleor proba poli(Arg)-PNA si a
moleculelor tintd DNA au fost de 4, respectiv 8 uM, in 3M KCI, pH = 7. (Mereutd et al., Anal. Chem 2022, 94)
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Datele obtinute demonstreaza ca secventa de poli(Arg) cu lungime variabila din structura
moleculei proba PNA poate constitui baza unui sistem de detectie a moleculelor unicatenare de cDNA
similar cu miRNA, bazat exclusiv pe capacitatea de discriminare a substarilor de blocaj date de duplexul

hibridizat poli(Arg)-PNA-cDNA fintr-un amestec eterogen.

Act 2.4 - A3.3 Investigarea uni-moleculari a dependentei de temperaturi a stabilitatii PNA-mMiRNA,
pentru domenii de necomplementaritate de diferite lungimi. Corelarea cu valorile termodinamice a
energiilor de hibridizare.

Stabilitatea duplecsilor PNA-DNA similar cu miRNA este influentatd de mai multi factori, printre
care temperatura, pH-ul, concentratia solutiei electrofiziologice KCl si lungimea secventelor constituente.

Tindnd cont ca la variatii mici de temperatura sistemul este stabil, am analizat influenta lungimii
secventei de poli(Arg) asupra procesului de detectie a moleculelor tintd de DNA monocatenar similar cu
mMiRNA atunci cand moleculele sunt adaugate in parea trans, pentru 3M KCI, pH =7. Am analizat statistic
valorile timpilor medii evidentiati in Fig. 6, a) si €), pentru complexele PA9-cDNA(PA9) cu 9 arginine si
PA13-cDNA(PA13) cu 13 arginine: t1 (timpul in care duplexul poli(Arg)-PNA-DNA este captat si
blocheaza gura lumenului), t2 (timpul in care are loc procesul de desfacere a duplexului Tn moleculele
constituente) si t3 (timpul de translocare prin nanopor a moleculei de poli(Arg)-PNA rezultate in urma
procesului de desfacere a duplexului). Tn urma analizei statistice am calculat constantele termodinamice
de reactie aferente, k1, ko si ks (Fig. 6).
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Fig. 6 Constantele microscopice de rata de reactie care descriu interactiunea duplexului cu nanoporul. Dependenta de
tensiune a constantelor microscopice de rata de reactie k1, k2 si k3 descriind evolutia in timp a duplecsilor PA9-cDNA(PA9)
(a-d) si PA13-cDNA(PA13) (e-h) capturati la intrarea trans In lumenul nanoporului. (Mereutd et al., Anal. Chem 2022, 94)

Tn cazul ambilor complecsi observam o descrestere a constantei ki ce caracterizeaza intoarcerea
complexului in mediul trans pe masurd ce diferenta de potential creste, datoritd faptului ca forta
electroforetica ce se opune difuziei in solutie a complexului captat la gura nanoporului este din ce in ce
mai mare (t1 creste deci ki scade).
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Observam ca k1(PA13-cADN(PA13)) < k1(PA9-cADN(PA9)) la toate tensiunile aplicate pentru
ca PA13 este mai incarcat pozitiv fatd de fragmentul PA9 si implica depasirea unei bariere energetice mai
mare pentru a reveni in solutie atunci cand e captat la intrarea In lumen.

Constanta ks care descrie translocarea prin nanopor a fragmentului poli(Arg)-PNA rezultat in urma
desfacerii complexului creste odata cu diferenta de potential aplicata datorita fortei electroforetice din ce
in ce mai mare care actioneaza asupra segventei incarcate electric, astfel ca procesul de traversare a
nanoporului se va desfasura din ce in ce mai rapid. Cu cét sarcina electrica a moleculei este mai mare, cu
atat translocarea va fi mai rapida, fapt demonstrat si de valorile obtinute: k3(PA13-cDNA(PA13)) >
k3(PA9-cDNA(PADY)), la orice diferenta de potential.

Cinetica timpului de desfacere a duplexului descris de constanta ko a prezentat o tendinta de
descrestere in functie de AV pentru complexul PA9-cDNA(PA9) (Fig. 6, ¢) si un comportament opus
(Fig. 6, g) pentru complexul PA13-cDNA(PA13). Tn cea mai simpla aproximare, ne asteptim si obtinem
cresterea constantei k2 in functie de AV, ce se datoreaza faptului ca un camp electric mai mare face ca
forta ce actioneaza asupra duplexului capturat sa fie mai mare si astfel timpul de desfacere scade.
Observam ca k2(PA13-cDNA(PA13)) > k2(PA9-cDNA(PAY)) la diferente mari de potential. Cu alte
cuvinte, energia de hibridizare este mai mare in cazul duplexului PA9-cDNA(PA9) care resimte o forta
electroforetica de desfacere mai mica. Ne-am propus sa exploram aceastd descoperire in experimente
viitoare.

Act 2.5 - A3.4 Determinarea limitei de detectie a miRNA-ului si a intervalului dinamic al
nanosenzorului, a curbelor doza-raspuns si a reversibilitatii senzorului, in solutii compatibile cu
medii biologice.

Tn urma experimentelor din cadrul acestui studiu s-a observat ci biosenzorul de o-HL utilizat ofera
rezultate corecte si la concentratii foarte mici de analit, ceea ce face limita de detectie a DNA-ului similar
cu miRNA sa fie de ordinul micromolar.

Pentru a realiza detectia in solutii compatibile cu medii biologice, am realizat experimente in care
solutia electrofizioogica de KCI are concentratii diferite: 3M, 1M si 0.5M, cea din urma fiind cea mai
apropiatd de concentratia ionilor de K* si CI” din organism. Am observat ca hibridizarea si stabilitatea
complecsilor variazd in functie de concentratia sarii KCI utilizate, fapt evidentiat si in modificérile
curentului ionic specific nregistrat (Fig. 7).

Tn Fig. 7 sunt evidentiate interactiunile reversibile dintre nanoporul proteic de o-HL si moleculele
de interes, observate prin fluctuatiile in curentul ionic mediat de nanopor: nivelul de blocaj B dat de
moleculele de poli(Arg)-PNA si nivelul de blocaj Bq dat de interactiunea complexului de poli(Arg)-PNA-
DNA cu gura nanoporului. Remarcam ca valoarea nivelului de blocaj Bq depinde puternic de concentratia
de KCI din solutia electrofiziologica de inregistrare, pe cand valoarea B nu depinde.

Raportat la numarul total de evenimentele inregistrate la o anumita concentratie de sare, procentul
duplecsilor poli(Arg)-PNA-DNA care sufera procesul de desfacere dupa captarea la gura lumenului si a
moleculelor de poli(Arg)-PNA captate individual, scade dramatic odata cu scaderea concentratiei de sare
din solutie, In timp ce procentul de duplecsi captati si eliberati fara desfacerea ulterioara in moleculele
constituente creste.



UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU IOAN CUZA" din |ASI PER LIBERTATEM AD VERITATEM

www.,uaic.ro

IMKCI 1 MKCI 0.5 M KCI
a) (Arg)g-PNA-DNA duplexes b) (Arg)g-PNA-DNA duplexes c) (Arg)y-PNA-DNA duplexes
1s 1s 1s
200 pA 150 pA 100 pA
oo 5 P p |
uil} T s 0
o st o
0.005s !
P2 0.05s 150 pA . 0.05s

o I O — e PR Vo R, SN T — 0
full unzip Tagr 10t 1o Withoutunzip 10! 10° 10° 107 10° 10° 10°

# Counts # Counts # Counts

(Arg),5-PNA-DNA duplexes (Arg)3-PNA-DNA duplexes

S e’ A - . : N . i ;. a:
full unzip 107 17 _q0¢ 105 Withoutunzip 1% 10 105 Withoutunzip 100100 10°
# Counts # Counts # Counts

Fig. 7 Detectia duplecsilor moleculari poli(Arg)-PNA-ADN cu ajutorul nanoporului de a-HL in medii cu diferite
concentratii ale KCI. Frecventa si durata evenimentelor de blocaj provocate de duplecsii de PA9-cDNA(PA9) (a-c) si (PAL3-
cDNA(PA13) (d-f), situati in zona trans, la AV=+200mV. In imaginile marite sunt ilustrate blocaje reprezentative specifice
desfacerii complete a duplexului captat la intrarea in lumenul a-HL si, respectiv, evenimente de captare si eliberare a
duplexului, fara desfacere. Histogramele valorilor curentului ioic inregistrat evidentiaza nivelurile de blocaj. (Asandei et al.,
Chem. Asian J. 2022, 17)

S-a observat ca pe masura ce concentratia de ioni din solutie scade si sarcinile electrice sunt din
ce in ce mai putin ecranate, numarul duplecsilor hibridizati scade datoritd interactiunii dintre sarcina
electrica pozitiva a secventei de poli(Arg) din structura PNA si sarcina electrica negativa a secventelor de
DNA, impiedicand hibridizarea complexului. In urma acestei etape a studiului am concluzionat ca
molecula proba de poli(Arg)-PNA ce contine un numar mai mare de aminoacizi este potrivita pentru o
paleta larga de concentratii ale solutiei de inregistrare, oferind sistemului o stabilitate ridicata.

Am reusit astfel sa Tndeplinim obiectivele pe care le-am propus in aceasta etapd si sa demonstram
capacitatea de detectie multiplex a biosenzorului de a-HL, cu sensibilitate si selectivitate moleculard, a
unor molecule de DNA similare cu miRNAs relevante fiziologic, urmand ca in etapa viitoare sa optimizam
aceasta tehnica.
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Rezultatele si modul de diseminare a rezultatelor.

In aceasta etapa au fost publicate un numir de 3 articole cu factor de impact, 2 din acestea fiind
in zona rosie (Q1):

1. A Nanopore Sensor for Multiplexed Detection of Short Polynucleotides Based on Length-Variable,
Poly-Arginine-Conjugated Peptide Nucleic Acids, Loredana Mereuta, Alina Asandei, Isabela Dragomir,
Jonggwan Park, Yoonkyung Park, and Tudor Luchian, Analytical Chemistry 2022 94 (24), 8774-8782,
DOI: 10.1021/acs.analchem.2c01587 Q1

2. A Single-Molecule Insight into the lonic Strength-dependent, Cationic Peptide Nucleic Acids-
Oligonucleotides Interactions, Alina Asandei, Loredana Mereuta, loana C. Bucataru, Yoonkyung Park,
Tudor Luchian, Chemistry Asian Journal 2022, e202200261, DOI: 10.1002/asia.202200261 Q2

3. Probing the Hepatitis B virus e-antigen with a nanopore sensor based on collisional events analysis,
loana C. Bucataru, Isabela Dragomir, Alina Asandei, Ana-Maria Pantazica, Alina Ghionescu, Norica
Branza-Nichita, Yoonkyung Park4, Tudor Luchian, Biosensors, submitted. Q1

Rezultatele obtinute in cadrul acestei etape au fost prezentate la 1 conferinta internationala si
1 conferinta nationala:

1. Sixth Edition of International Conference on Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical
and Environmental Sciences, "IC-ANMBES 2022", June 8-10, 2022, Brasov, Romania

o Detection of nucleobases on short functionalized peptide-nucleic acid sequences using nanopore-
tweezing method, Isabela S. Dragomir, Alina Asandei, Irina Schiopu, loana C. Bucataru, Loredana
Mereuta, Tudor Luchian

. Protein nanopore-based method for sequence specific detection of single-stranded DNA using gold
nanoparticles and peptide nucleic acids, loana Cezara Bucataru, Loredana Mereuta, Alina Asandeli,
Isabela Dragomir, Tudor Luchian

2. A XVIl-a Conferintd Nationald de Biofizicid, CNB 2022, 23-25 Septembrie 2022, Taregu Mures,
Romania

o A tug-of-war between electric forces: The nanopore-tweezing method applied in molecular
sensing, Isabela S. Dragomir, Alina Asandeli, Irina Schiopu, loana C. Bucataru, Loredana Mereuta, Tudor
Luchian
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