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Raport stiintific sintetic

Privind implementarea proiectului de cercetare cu titlul: ”Detectia multiplex, cu sensibilitate si
selectivitate moleculard, a unor miRNAs relevante fiziologic, cu ajutorul unor xeno acizi
nucleici/ Xeno nucleic acids-mediated, real-time multiplexed detection of disease relevant
miRNAs, with single molecule sensitivity and selectivity”, acronim RNANANODETECT, cod
PN-I11-P4-1D-PCE-2020-0011, pentru toate perioadele de executie (2021-2023).

Tn acest proiect ne-am propus sa folosim acizi xeno-nucleici specifici, si anume acizi
peptido-nucleici (PNA), conjugati cu secvente aminoacidice de arginina poly(Arg) de dimensiuni
variabile, cu rolul de molecule proba in detectia multiplex a secventelor de DNA similare cu
miRNA tinta de interes biologi, folosind nanopri proteici ca traductori. Aceasta metoda de detectie
la nivel de singura molecula cu ajutorul nanoporului proteic de a-hemolizina (a-HL) nu necesita
marcare sau amplificare si este bazatd pe complementaritatea dintre secventa acidului nucleic tinta
si secventa acidului nucleic proba sintetizat.

Obiectivele si activitatile propuse 1n acest proiect au fost:

O1. Caracterizarea macroscopica a perechilor de baze PNA-miRNA.

02. Dovada conceptului de detectare a semnaturii reproductibile a PNA-urilor, miARN-urilor si
duplexurilor PNA-miARN functionalizate cu poli(Arg) cu nanoporul a-HL.

0O3. Specificitatea testului bazat pe nanopori a-HL in detectarea miARN-urilor. Mecanismul
dielectroforetic al captarii PNA-miARN poli(Arg) functionalizat de cétre un singur nanopor.

O4. Dovada de concept pentru profilarea multiplexata a miARN-urilor distincte Tn tampon de
electroliti.

O5. Demonstrarea capacitatii nano-senzorului bazat pe a-HL pentru detectarea directa,
multiplexata a miARN-urilor in probele biologice.

Al.l1 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
necomplementaritatii acestora prin tehnici de spectroscopie si calorimetrie de titrare izotermica
(ITC).

Al.2 Analiza termodinamica a influentei functionalizarii moleculelor de PNA cu polipeptide de
arginind, de diferite lungimi, asupra energiei de asociere a complecsilor PNA-mIRNA.

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

A2.2 Identificarea conditiilor optime pentru imbundtativea captarii de catre nanopor a
moleculelor de interes si cresterea sensibilitatii de detectie a duplecsilor PNA-mMIRNA
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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.

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

A3.2 Implementarea protocolului bazat pe nanopori pentru detectia necomplementaritatilor de tip
uni- sau multi-nucleobaza in secvente miRNA de lungimi asemandtoare, bazat pe analiza timpilor
de rezidenta si de desfacere a complexului PNA-miRNA n interioru/ a-HL.

A3.3 Investigarea uni-moleculara a dependentei de temperatura a stabilitatii PNA-miRNA,
pentru domenii de necomplementaritate de diferite lungimi. Corelarea cu valorile

termodinamice a energiilor de hibridizare.

A3.4 Determinarea limitei de detectie a miRNA-ului i a intervalului dinamic al nanosenzorului,

.....

.....

identificare a duplexului dintr-o solutie ce contine diferite molecule miRNA.

A4.2 Analiza cantitativa a captarii duplecsilor poli(Arg)-PNA — miRNA si a timpilor de rezidentei
a acestora in nanopor.

A4.3 Determinarea principalilor parametrii ce descriu interactiunile de asociere a duplexului
PNA-miRNA cu nanoporul de a-HL, in vederea caracterizarii rapide si precise a moleculelor de
miRNA distincte.

A5.1 Testarea fezabilitatii strategiei de detectie a miRNA din seruri umane (,spiked’) in care s-a
adaugat miRNA tinta.

.....

bazata pe nanopori, precum §i corelarea datelor cu testele gqRT-PCR.
A5.3 Analiza multiplex a profilelor de detectie a miR-N21, miR-148b, miR-221 si miR-155 din
serul uman.

Tehnica de detectie moleculara la nivel de singura moleculd cu ajutorul nanoporilor
permite detectia directa si In timp real a unei mari varietdti de molecule, cu un cost scazut si consum
redus de materiale. Principiul de functionare al acestei aborddri urmeazd in general aceastad
succesiune de evenimente: (a) aplicand o diferentd de potential de o parte si de alta a unui nanopor
inserat in membrana lipidica, apare un curent ionic dat de ionii de K* si CI proveniti din disocierea
sarii KCI din solutia electrofoziologicad, masurat de-a lungul canalului ionic; (b) cdmpul electric
provenit din diferenta de potential conduce macromolecula de interes catre nanopor; (c) captarea
tranzitorie a macromoleculei in interiorul nanoporului implica modificari ale rezistentei electrice
ale nanoporului, vazute ca fluctuatii in curentul ionic mediat de nanopor.

In cadrul primului studiu am analizat modul de interactiune dintre o molecula tinta de DNA
similar cu miRNA si doud molecule proba de PNA, cu ajutorul unui nanopor proteic de a-
hemolizina (a-HL), in vederea obtinerii unei hibridizari eficiente in solutia fiziologica. Am testat
molecula tinta cDNA, complementara cu doua tipuri de molecule PNA proba, si anume BPNA ce
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contine nucleobazele complementare si RPNA, care are in plus un lant polipeptidic de arginine
(R)10 conjugat la capatul 5’ terminal (Tabel 1). Acest lant polipeptidic 1i confera moleculei de
RPNA o sarcina electrica pozitiva data de aminoacizii de arginina la pH-ul utilizat in protocolul
experimental (solutie electrofiziologica de KCI, in concentratie de 3M, 10 mM HEPES, pH =7.3).

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

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

Am analizat semnalele date de moleculele tinta cDNA, de moleculele proba BPNA si
RPNA si de complexele hibridizate cDNA-BPNA, respectiv, cONA-RPNA. 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), urmatd de iesirea de
partea trans a nanoporului (Figura 1. I). Moleculele de PNA nu interactioneaza cu nanoporul in
acest protocol experimental. Atunci cand moleculele tintda de DNA sunt addugate impreuna cu
moleculele proba complementare, apare un semnal specific complexului hibridizat cDNA-PNA
(Figura 1. 11). 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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Figura 1. I. Interactiunea moleculei tinta de DNA similar cu miRNA, ¢cDNA, cu nanoporul proteic de a-HL:
a) fluctuatiile reversibile ale curentului ionic date de molecule tintd cDNA, b) forma semnalului unui eveniment de
blocaj. 11. Semnale specifice interactiunii nanoporului proteic de a-HL cu duplecsii moleculari A. BPNA-cDNA
si B. RPNA-cDNA: a) complexul este captat Tn interiorul vestibulului apoi se intoarce Th zona cis a nanoporului, b)
complexul a disociat in molecula de cDNA ce va transloca mai departe prin lumen spre trans si in moleculele de PNA;
c) histogramele de amplitudine aferente. (Dragomir et al., Anal.Chem, 2020, 92)
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Odata ce complexul cDNA-PNA a patruns in vestibulul nanoporului, acesta fie se intoarce
in solutie, avand tv (Figura 1. 11, a), fie are loc procesul de desfacere (tv-L), In care doar molecula
de cDNA va transloca nanoporul, in t_ (Figura 1. Il, b).

Analizand statistic timpul mediu de interactiune a complecsilor cu nanoporul proteic de a-
HL am reusit sa investigam stabilitatea complecsilor PNA-DNA similar cu miRNA dublu catenari
si am observat ca duplexul cDNA-RPNA are o energie de asociere mai mica, respectiv energia
libera de desfacere (AG) mai mare, datorita structurii de dipol electric datd de sarcina electrica
negativd a back-bone-ului moleculei de ¢cDNA si sarcina electrica pozitiva a secventei de
poliarginina (Figura 2.).
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Figura 2. a) Estimarea calitativa a constantei de reactie kiuy ce caracterizeaza cinetica de desfacere completd 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)

Monitorizind dependenta de potential a semnalului generat de moleculele de cDNA
similare cu miRNA (molecula tintd) si poli(Arg)-PNA (molecula probd) in interactiunile
reversibile cu nanoporul de a-HL s-a observat ca fortele electroforetice opuse, direct proportionale
cu potentialul aplicat, duc la scaderea timpului de rupere a complexului cDNA-RPNA cu structura
de macrodipol.

In concluzia primului studiu putem spune ci metoda de detectie a moleculelor tinti de
DNA similar cu miRNA cu ajutorul unor molecule proba de PNA este una cu specificitate ridicata,
iar prezenta secventei de poliarginine atasata moleculei de PNA proba ne ofera posibilitatea de a
controla procesul de disociere a complexului cONA-RPNA si de a calcula energiile de asociere.

Pentru a selecta si a testa molecule proba de PNA functionalizate cu cozi de poliarginina
de diferite lungimi in vederea obtinerii unui semnal specific dependent de lungimea cozii, intr un
al doilea studiu 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. Secventele poli(Arg)-PNA, notate aici cu PA5, PA9
si PA13, sunt functionalizate cu 5, 9 si respectiv 13 aminoacizi de arginina Arg la capatul C
terminal (Tabel 2.)
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Tabel 2. Structurile primare si masele moleculare corespunzitoare moleculelor proba de poli(Arg)-PNA si
moleculelor tinta DNA monocatenar similar cu miRNA. Dreptunghiurile rosii ilustreazd duplexurile hibridizate
poli(Arg)-PNA-DNA. (Mereutd et al., Anal. Chem 2022, 94)

(Poly-Arg)-PNA (N—C) Mw ssDNA (5°—3") Mw
(g/mol) (g/mol)
PAS GTTTGTTCTG-Args 3520.5 CAGAACAAACCCAAGGAAAT (cDNA(PAS)) 6122

i CAGAACAAACCC AA(JGAAATI

: LT |
1ArgS -GICTIGTTTG :

PA9 CTTTTGGTGT-Arg9 41453 ACACCAAAAGATCACATTGG (CDI\ A(PAQ) 6104

________________________________

PAI13 | GTTTGTTCTG -Argl3 4770 (AG»‘XA( AAACCCAAGGAAAT (cDNA(PA13) 6122

:r | | ‘ﬁ(l.wchLAAGGAAAT'
1 1
iArgl3 -GTCTTGTTTG 1

__________________________________

Procesul de interactiune s-a analizat atat de partea cis cat si de partea trans a nanoporului.
Tntr-o prima etapa s-au studiat moleculele proba de PNA (Figura 3.) si s-a observat ci au un
semnal specific in functie de zona de addugare, iar pentru cele cu secvente mai mari de arginine
apare un nivel suplimentar (BL: si BLo, respectiv B1 si B2). Din analiza statistica am observat ca
timpul mediu dintre doud evenimente succesive depinde invers proportional de lungimea
fragmentului poli(Arg), datorita captarii electroforetice favorizate de cresterea sarcinii electrice
pozitive.
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Adaugarea n sistem a moleculelor tinta de cDNA complementare moleculelor proba duce
la o descrestere a evenimentelor datoritd hibridizarii moleculelor proba de PNA ce nu mai pot
interactiona cu nanoporul si la aparitia evenimentelor de blocaj specifice complexului hibridizat,
caracterizate de un nou nivel al curentului ionic, Bg, observabil in cazul complexelor ce contin
PA9 si PA13 (Figura 4.). In celelalte cazuri, complexul nu este observabil datorita fortei
electroforetice totale resimtite care indeparteazd duplexul de la interactiunea cu nanoporul.
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Figura 1 Detectarea moleculelot tinta de DNA similare cu miRNA in urma hibridizarii cu moleculele proba de
poli(Arg)-PNA cu ajutorul nanoporului proteic de a-HL, cAnd moleculele de a) PAS si cDNA(PAS), b) PA9 si
cDNA(PAY9), c) PA13 si cDNA(PA13) au fost adaugate I. la cis sau 1l. la trans, in concentratii de 4 pM poli(ARG)-
PNA si 8 uM cDNA similar cu miRNA. d) Tipuri de eveniment si subnivelurile asociate ce apar cind moleculele
PA13 si cDNA(PA13) sunt addugate la cis, pentru 3M KCI, pH = 7. (Mereutd et al., Anal. Chem 2022, 94)

Am studiat influenta lungimii secventei de poli(Arg) asupra procesului de detectie a
moleculelor tintd de DNA monocatenar similar cu miRNA atunci cand moleculele sunt addugate
in parea trans, pentru 3M KCIl, pH = 7. Am analizat statistic valorile timpilor medii evidentiati in
Figura 5, a) si e), 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 Tn care are loc procesul de disociere a duplexului in 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, ki, k2 si ka (Fig5).

PA9 —cDNA(PA9)

b) 100 S A s d 45
N
" 50 %3 & W1 S
h> ) Y]
® 5
0 o o 0 ® o A
120 160 200 120 160 200 120 160 200
AV (mV) AV (mV) AV (mV)
PAI3 —cDNA(PAI3)
e) 23 4 f) 8) h) 300
~=-0 30] 30 < &
2 13 =20 20 £200
> e 2 K3
1 » o~ « o
w_ e b1 x10 x 10 X100
W SR e b2 o ® ® 609
0 o 0 99 ol ¢ ¢ @ olo
100 150 200 100 150 200 100 150 200
AV (mV) AV (mV) AV (mV)

Figura 5. Constantele microscopice de rati de reactie care descriu interactiunea duplexului cu nanoporul.
Dependenta de tensiune a constantelor microscopice de ratd 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.
(Mereuta et al., Anal. Chem 2022, 94)
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In cazul ambelor complexe observim o descrestere a constantei ki ce caracterizeaza
Tntoarcerea complexului Th mediul trans pe masura ce diferenta de potential creste, datorita 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). Constanta ks care descrie translocarea prin
nanopor a fragmentului poli(Arg)-PNA rezultat in urma disocierii complexului creste odata cu
diferenta de potential aplicata datorita fortei electroforetice din ce In ce mai mare care actioneaza
asupra secventei incarcate electric, astfel ca procesul de traversare a nanoporului se va desfasura
din ce 1n ce mai rapid. Cu cat sarcina electrica a moleculei este mai mare, cu atat translocarea va
fi mai rapida. Cinetica timpului de desfacere a duplexului descris de constanta ko ne arata ca energia
de hibridizare este mai mare in cazul duplexului PA9-cDNA(PA9) care resimte o forta
electroforetica de desfacere mai mica.

Am testat aceastd metoda bazatd pe nanopori pentru a detecta secvente de acizi nucleici
necomplementare si am obtinut rezultate promitatoare. Pornind de la molecula probd PA13 situata
in mediul trans (Figura 6, a), am adaugat molecula tintd necomplementara cDNA(PA9) (Figura
6, 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 n sistem s-a adaugat molecula tinta cDNA(PA13) (Figura 6, c), s-a observat aparitia unui
nivel de blocaj Ba1 specific complexului hibridizat PA13-cDNA(PA13). Adaugand in solutie
molecula proba PA9 complementara cu molecula tinta cDNA(PA9) (Figura 6, d), am remarcat un
alt nivel Bgo, specific duplecsilor hibridizati PA9-cDNA(PA9). Concentratiile moleculeleor proba
poli(Arg)-PNA si a moleculelor tinta DNA au fost de 4, respectiv 8 uM, in 3M KCI, pH =7.

Figura 6. Detectia multiplex a
moleculeleor tinti de DNA prin
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In concluzie, datele obtinute in cel de-al doilea studiu demonstreazi ci 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
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de discriminare a substarilor de blocaj date de duplexul hibridizat poli(Arg)-PNA-cDNA fintr-un
amestec eterogen. De asemenea, s-au propus doi parametri principali ce descriu interactiunile de
asociere a duplexului PNA-cDNA similar cu miRNA cu nanoporul de a-HL Tn vederea
caracterizarii rapide si precise a moleculelor de cDNA similare cu miRNA distincte, si anume
constanta de reactie si valoarea blocajului relativ.

Tntr-un al treilea sudiu s-a analizat metoda de detectie propusi si in solutii compatibile cu
medii biologice. Tn urma experimentelor din cadrul acestui proiect s-a observat ca biosenzorul de
a-HL utilizat oferd 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
KCl 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 variaza
in functie de concentratia sarii KCl utilizate, fapt evidentiat si in modificarile curentului ionic
specific inregistrat (Figura 7).
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Figura 2. Detectia duplecsilor moleculari poli(Arg)-PNA-DNA cu ajutorul nanoporului de a-HL Tn medii cu
diferite concentratii ale KCIl. Frecventa si durata evenimentelor de blocaj provocate de duplecsii de PA9-
cDNA(PAY9) (a-c) si PA13-cDNA(PA13) (d-f), situati in zona trans, la AV=+200mV. in imaginile mrite sunt ilustrate
blocaje reprezentative specifice disocierii complete a duplexului captat la intrarea in lumenul o-HL si, respectiv,
evenimente de captare si eliberare a duplexului, fara desfacere. Histogramele valorilor curentului ionic Tnregistrat
evidentiaza nivelurile de blocaj. (Asandei et al., Chem. Asian J. 2022, 17)
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In Figura 2ura 7 sunt evidentiate interactiunile reversibile dintre nanoporul proteic de a-
HL si moleculele de interes, observate prin fluctuatiile curentului 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. S-a observat cd pe masura ce concentratia de ioni din solutie scade si
sarcinile elctrice sunt din ce in ce mai putin ecranate, numarul duplecsilor hibridizati scade datorita
interactiunii dintre sarcina electrica pozitiva a secventei de poli(Arg) din structura PNA si sarcina
electricd negativa a secventelor de DNA, impiedicand hibridizarea complexului.

In urma acestei etape a studiului am concluzionat ci molecula proba de poli(Arg)-PNA ce
contine un numar mai mare de aminoacizi este potrivita pentru o paleta largd de concentratii ale
solutiei de inregistrare, oferind sistemului o stabilitate ridicata. O alta concluzi importanta este ca
strategia de detectie este fezabild si in solutii asemanatoare probelor biologice.

Am testat Tn studiul al patrulea strategia de detectie a moleculelor de DNA monocatenare
similare cu miRNA care se bazeaza pe nanopori proteici si pe proprietatea de hibridizare intre o
secventa proba de PNA si o secventa tintda de DNA, folosind porii proteici de alameticina (Tabel
3). Acestia isi pot modifica numarul de monomeri din componentd (nanoporul poate avea intre 4
si 12 monomeri), astfel ca pot avea mai multe stari conductive ce se poate observa in semnalul
ionic (Figura 8. 1a).

Cand monomerii de alameticina sunt functionalizati cu o molecula proba de acizi nucleici
PNA, starile conductive sunt modificate datorita interactiunii PNA cu nanoporii (Figura 8. Ib,
I1a). La adaugarea in sistem a moleculelor tintd complementare de DNA similar cu miRNA, cele
doud secvente nucleotidice vor hibridiza, reducand mobilitatea monomerilor de alameticina, iar
acest proces va fi observat in semnalul ionic inregistrat, permitand detectia (Figura 8. Ic, 11b).

Figura 8. Detectia moleculor DNA
tintd cu jutorul moleculelor PNA
proba si a nanoporilor de
alameticina. 1. Schema principiului
de detectie: a) nanoporii de
alameticind au  diferite  stari
conductive, b) monomerii de
alameticind  functionalizati  cu
molecule probda de PNA produc un
semnal diferit; ¢) cand in sistem se

l.n)

s e "9 N NIRRT Y adaugd DNA tintd complementar,
alamethicin alamethicin-PNA alamethicin-PNA-ssDNA ssDNA - - s . ..
are loc hibridizarea acizilor nucleici,
I observabila in semnal. 1. a) Semnal
G -/ T original dat de nanoporii de
e : alameticina functionalizti cu

1s |1 I N o | o tionalizt
100 pAl "'“"‘i‘& um;;o "“WW'T"‘"‘:—'_ molecule probd denumite Pepl, b)
6 pA?ﬂs ,,,,,,,, - L0 impreuna cu molecule tintd de
S.450| o Suo, cDNA (Mereuta et al., ACS Appl.

10! 10? 0’ 107
# Courta #Counts Mater. Interfaces 2023, 15)
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Tabel 3. Structuri primare ale peptidelor utilizate. (Mereuta et al., ACS Appl. Mater. Interfaces 2023, 15)

Name Primary sequence
Alamethicin | Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib-Ala-Gln-Aib-Val-Aib-Gly-Leu- Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Glu-Gln-Pho
Pepl Ac-Leu-Pro-Leu-Ala-Leu-Ala-Gln-Leu-Val-Leu-Gly-Leu- Leu-Pro-Val-Leu-Leu-Glu-Gln-(A-T-T-T-C-C-T-T-G-G)

Folosind procesul de hibridizare intre molecula proba de PNA si molecula tinta de DNA,
observabil cu ajutorul nanoporilor proteici, am reusit sa determinam profilele de detectie multiplex
a unor secvente de DNA similare moleculelor de miRNA (precum miR-N21, miR-148b, miR-221
si miR-155 din serul uman). Am pornit de la semnalul dat de monomerii de alameticinad
functionalizati cu molecula proba, Pepl (Figura 9. a), aflati intr-o solutie de KCI cu o concentratie
de 3 M. La adaugarea in sistem a moleculelor tintd complementare de cDNA (raport molar de 1:1),
putem observa cum semnalul generat de nanoporii de alameticind este redus datoritd faptului ca
actiunea monomerilor de alameticind este restrictionatd de complexul de acizi nucleici format
(Figura 9. b). La adaugarea unei secvente tinte necomplementare, nDNA, observam ca semnalul
rezultat se aseaméana cu cel dat de monomerii de alameticina functionalizati cu molecula proba,
semn ca cei doi acizi nucleici nu hibridizeaza. Aceste observatii sunt vizibile si pe histogramele
de amplitudine a semnalului din figura Figura 9.

b) Pep1:cDNA/1:1

———————————— W ~—------ ¢ Figura 9. inregistriri originale care
evidentiazd procesul de detectie a
&m \ moleculelor de DNA similare cu miRNA
- 2 . e A - . .
Y- - C  utilizand  nanoporii  proteici  de
2400 alameticind functionalizati cu molecule
=600 probi. a), ¢) semnal dat de nanoporii de
o o L . . .
# Counts # Counts alameticind formati din  monomeri

Pep1:nDNA/1:1 functionalizati cu molecule probi, Pep 1;
b) semnalul ionic se schimba la addugarea
secventelor tinta complementare, d) insa
ramane neschimbat cand se adauga
molecule tintd necomplementare. Toate
experimentele au fost efectuate in 3 M
KCl, AV =-140 mV si pH = 7. (Mereutd et

—

schims  al., ACS Appl. Mater. Interfaces 2023, 15)

1. 102 10° BT
# Counts

Am reusit astfel sd Indeplinim obiectivele pe care le-am propus si sd demonstram
posibilitatea de analiza multiplex a profilelor diferitelor molecule de DNA similar cu miRNA, in
solutii electrolitice si solutii similare probelor biologice utilizand metoda de detectie bazata pe
nanopori proteici si procesul de hibridizare intre moleculele tinta de DNA si moleculele proba de
PNA functionalizate cu secvente de poliarginine de diferite lungimi. De asemenea, am reusit sa
obtinem cu aceastd metodda o limita de detectie a DNA-ului similar cu miRNA de ordinul
micromolar. Rezultatele prezentate demonstreaza utilitatea si fezabilitatea metodelor de detectie a
moleculelor de interes biologic cu ajutorul nanoporilor proteici si subliniazd importanta
bionanotehnologiilor in dezvoltarea metodelor de diagnoza si tratament moderne.
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