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

-RNANANODETECT-

Etapa 3 - Analiza multiplex a profilelor diferitelor molecule de miRNAs, in solutii
electrolitice. Evaluarea capacitatii nanosenzorului bazat pe a-HL pentru detectia directa,
multiplex a miRNA din probe biologice.

In etapele anterioare am demonstrat posibilitatea detectiei moleculelor de DNA
monocatenar similar cu miRNA cu ajutorul unei tehnici la nivel de singurda moleculd cu un
biosensor nanoproteic de a-HL, care nu necesita marcarea probelor sau amplificarea semnalului,
bazata pe complementaritatea dintre secventa acidului nucleic tinta si secventa acid nucleic proba.

Act 3.1 - A4.1 Optimizarea captarii duplexului PNA-miRNA de ciatre nanopor prin ajustarea
lungimii polipeptidei de arginina atasate moleculelor de PNA si determinarea ulterioara a
sensibilitatii de identificare a duplexului dintr-o solutie ce contine diferite molecule miRNA.

Am reusit discriminarea multiplex a moleculelor tinta de DNA monocatenar similar cu
miRNA folosind acizi nucleici proba, poli(Arg)-PNA, functionalizati cu diferite lungimi
polipeptidice de arginina la capatul C terminal.
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Pentru optimizarea captarii duplexului PNA-DNA similar cu miRNA de catre nanopor am
testat doua molecule proba, functionalizate cu o polipeptida formata din 5 aminoacizi, PAS,
respectiv 9 aminoacizi de arginina, PA9. Astfel, in zona trans a nanoporului s-a adaugat initial
molecula proba de PAS5 (Fig. 1, a), apoi molecula tinta necomplementara de cDNA(PA9) (Fig. 1,
b), obtinandu-se un semnal specific acestor secvente de acizi nucleici (nivelul B din histograma
amplitudinilor), din cauza faptului ca cele doua nu sunt complementare, ele nu hibridizeaza. La
adaugarea moleculei tinta complementara secventei PA5 nu s-a produs schimbare Tn semnal (Fig.
1, ¢), semn ca duplexul molecular PA5-cDNA(PAS) nu interactioneaza cu nanoporul. O posibila
explicatie este data de sarcina electrica negativa mare a duplexului, astfel ca molecula resimte o
forta electroforetica ce 0 indeparteaza de la gura nanoporului. La adaugarea in sistem a moleculelor
proba de PA9 se observa aparitia unui nivel suplimentar Bq (Fig. 1, d), specific complexului
hibridizat PA9-cDNA(PAD9).

Asadar, metaoda de detectie a moleculelor tinta de DNA monocatenar similar cu miRNA
cu ajutorul nanoporului de a-HL este una selectiva, cu o sensibilitate ridicata, avand ca limita
inferioarad de detectie concentratii de ordinul micromolar (8§ pM). Mai putem spune, de asemeni,
ca sensibilitatea de identificare a duplexului dintr-o solutie ce contine diferite molecule de DNA
similare cu miRNA depinde de numarul de aminoacizi din secventa atasatd moleculei proba, astfel
ca detectia are loc cand polipeptida are cel putin 9 aminoacizi.

Act 3.2 - A4.2 Analiza cantitativa a captarii duplecsilor poli(Arg)-PNA — miRNA si a timpilor
de rezidenta a acestora in nanopor.

Pentru a furniza informatii suplimentare, utile in procesul de detectie, am analizat parametri
cinetici care guverneaza procesul de interactiune a moleculelor de interes cu nanoporul, descrisi
n figura Fig. 2.
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Fig. 2. Analiza statistica a interactiunii complecsilor PA9-cDNA(PA9) si PA13-cDNA(PA13) din trans cu a-HL.
a), e) Scurte inregistrari reprezentative obtinute la AV = +140 mV, specifice evenimentelor de blocaj date de
complexele PA9-cDNA(PA9) si PA13-cDNA(PAL3) in interactiunea cu nanoporul. Imaginile b), c), d), f), g) si h)
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reprezintd dependenta timpului mediu t1 + T2, T3 5i 71 + T23 de diferenta de potential aplicata. (Mereutd et al., Anal. Chem
2022, 94)

Putem observa aparitia unui nivel de blocaj bl, care dureazd un timp t(bl), dat de
interactiunea unui duplex molecular PA-cDNA(PA) (cu un diametru de = 2.3 nm) cu vestibulul
nanoporului (cu un diametru de = 2 nm). Duplexul fie se intoarce in solutie, fie are loc procesul de
dehibridizare, in care cele doud molecule se despart si molecula proba PA se intoarce in solutie iar
molecula tintd cDNA(PNA) traverseaza nanoporul in directia opusa, producand blocajul b2, cu o
durata de timp 7 (b2). Putem observa ca pentru cele doua tipuri de complecsi, dependentele timpilor
medii de voltaj sunt aceleasi la potentiale mici, modificandu-se pentru potentiale mari, asta datorita
sarcinilor electrice nete diferite pe care cele doua le poseda.

In cazul complexului ce contine molecula proba functionalizati cu 9 arginine incircate
electric pozitiv vedem ca odatd cu cresterea potentialului creste si timpul 1(b1) petrecut ca duplex
Tn nanopor nsa scade timpul de translocare a moleculei tinta de DNA disociata din duplex prin
nanopor t(b2). In cazul complexului ce contine molecula proba functionalizati cu 13 arginine
obsevam ca existd un potential prag de 140 mV la care complexul molecular isi schimba
comportamentul. In functie de rezultatul asteptat, putem folosi aceste observatii pentru a indeplini
obiectivele setate.

Act 3.3 - 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.

Unul dintre principalii parametrii care descriu interactiunile de asociere a duplexului PNA-
miRNA cu nanoporul de a-HL este constanta de reactie. Procesul de interactiune a moleculelor
cu un singur nanopor este un proces stochastic, ce poate fi modelat ca o reactie stationard Markov.
Asadar, in urma calculelor realizate cu ajutorul formalismului Markov am putut determina
constantele de reactie specifice procesului de interactiune, k1, k2 si k3. Analizand constantele de
reactic am aflat ca energia de hibridizare este mai mare in cazul duplexului PNA-cDNA(PNA)
care contine polipeptida de arginine cea mai scurtd, deoarece resimte o forta electroforetica de
desfacere mai mica.
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Fig. 3. Descrierea cinetici generali a evolutiei sistemului duplex (poli-Arg)-PNA-cDNA -nanopor, pornind de la
substarea ,,b1” asociatd cu captarea duplex la intrarea in vestibulul nanoporului. a) Semnal idealizate b) si modelul cu
trei stari care corespund tuturor cdilor care duc la eliberarea unui duplex (poli-Arg)-PNA-cDNA, capturat tranzitoriu
n nanopor. (Mereutd et al., Anal. Chem 2022, 94)
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Un alt parametru esential in discriminarea moleculelor de DNA similare cu miRNA este
blocajul relativ produs de molecula de interes (Alpiock/lo = (lo-Ibiock)/ lo). Datele prezentate in tabelul
urmator au fost obtinutein urma fitarii cu o functie Gaussiana a curbelor afisate in histogramele de
amplitudine a semnalului rezultat si demonstreaza ca secventa de poli-Arg cu lungime variabila
atasata de molecula proba de PNA poate construi un sistem de detectie simultana a moleculelor de
ssDNA bazata exclusiv pe discriminare intre substarile de blocaj induse de duplexul PNA-cDNA.

Putem observa ca blocajul relativ in curentul ionic dat de blocarea reversibild a nanoporului
de a-HL in urma interactiunii cu molecula proba PA13 este asemanator cu cel produs cand in
sistem se adauga consecutiv DNA necomplementar cDNA(PA9), semn ca cele doua molecule nu
au hibridizat iar solutia nu contine DNA-ul tintd pe care il cautam. Cand se adaugd DNA
complementar cDNA(PA13), apar nivelurile de blocaj Bq: specifice complexului PA13-
cDNA(PAL13). La adaugarea moleculei proba de PA9, Tn semnal se poate observa nivelul Bgz,
specific duplecsilor PA9-cDNA(PA9). Asadar, blocajul relativ al curentului ionic este un
parametru asociat discrimindrii moleculelor de DNA similare cu miRNA ( medie £ S.E.M.)

Tabel 1. Blocajul relativ al curentului ionic asociat discriminidrii moleculelor de DNA similare cu miRNA
(medie £ S.E.M.)

ﬂl"EII:H'n:H:'j.' ﬂl'J’EII'I'.:H:'i!: Mbiafi!.' Mb.!uck
I, I, Iy Io
fPA13) (PA13 + cDNA(PA9)) (PA13 + cDNA(PA9) (PA13 + cDNA(PA9)
+ cDNA(PA13)) + cDNA(PA13) + PA9)
0.91 + 0.002 (B1) 0.91 + 0.009 (B1) 0.90 + 0.001 (B1) 0.94 + 0.004 (B)
0.97 + 0.0004 (B2) | 0.96 + 0.001 (B2) 0.96 + 0.002 (B2) 0.8 + 0.001(By4,)
0.8 + 0.0003 (By,) 0.75 + 0.002 (Bz.)

Act 3.4 - A5.1 Testarea fezabilitatii strategiei de detectie a miRNA din seruri umane
(,spiked’) in care s-a adaugat miRNA tinta.

Am testat strategia de detectie a moleculelor de DNA monocatenare similare cu miRNA
care se bazeaza pe nanopori proteici si pe proprietatea de hibridizare Intre o secventd proba de
PNA si o secventa tintd de DNA, folosind porii proteici de alameticind, impreund cu perechea:
moleculd tintd de DNA si moleculd proba de PNA. Porii de alameticind isi pot modifica numarul
de monomeri din componenta (nanoporul poate avea intre 4 si 12 monomeri), astfel ca pot avea
mai multe stari conductive ce se poate observa in semnalul ionic (Fig. 4. l1a). Cand monomerii de
alameticind sunt functionalizati cu o molecula proba de acizi nucleici PNA, starile conductive sunt
modificate datorita blocajului canalului de catre PNA (Fig. 4. Ib, 11a). La adaugarea in sistem a
moleculelor tintd complementare de DNA similar cu miRNA, cele doud secvente nucleotidice vor
hibridiza, reducand mobilitatea monomerilor de alameticind, iar acest proces va fi observat in
semnalul ionic inregistrat, permitand detectia (Fig. 4. Ic, 11b).

4



PER LIBERTATEM AD VERITATEM

www.uaic.ro

trans (-)

i © o o AW Py NSNS o
Kt cr N c N C
alamethicin alamethicin-PNA alamethicin-PNA-ssDNA ssDNA
1. a) Pep1 b)  Pep1:cDNA (1:1)
1s ‘ ‘\ T - oy
F “Wip N‘r‘jﬂ"m - - O I ——— - - - - szy!:pr—- --C
100 pAx \} k== 150 SBEAES s T
0.01s Bl e 5
100 pAl g z
=.a50{ S.as0
10! 107 Tl 10t
# Counts # Counts

Fig. 4. Detectia moleculelor tinti cu jutorul moleculelor probi si a nanoporului de alameticina. |. Reprezentarea
schematica a principiului de detectie. @) porii de alameticina au diferite stari conductive, in functie de numarul de
monomeri constituenti, b) monomerii de alameticind functionalizati cu molecule proba de PNA produc un semnal
diferit, ¢) cand in sistem se adauga molecule tintdi de DNA complementare, are loc hibridizarea acizilor nucleici,
observabild in semnal. 11. &) Semnal original dat de nanoporii de alameticind functionalizti cu moleculele proba de
PNA denumite Pepl, b) La adaugarea in sistem a moleculeor proba de cDNA, are loc hibridizarea acizilor nucleici,
proces observat in semnalul ionic. (Mereutd et al., ACS Appl. Mater. Interfaces 2023, 15)

Act 3.5 - AS.2 Testarea reproductibilitatii stategiei de detectie si trasare a profilului de
expresie a miRNA bazata pe nanopori, precum si corelarea datelor cu testele qRT-PCR.

Pentru a testa strategia de detectie, am comparat rezultatele obtinute in urma experimentelor de
electrofiziologie ce implicd nanoporii proteici cu rezultatele obtinute in urma inregistrarilor
spectrelor UV-VIS de absorbtie. Testele qRT-PCR sunt costisitoare ca pret si necesitd un timp
indelungat de procesare, de aceea am apelat la o metoda mai rapida si usor de folosit, si anume
spectroscopia UV-VIS. Din literaturd se cunoaste ca duplecsii hibridizati de acizi nucleici au un
maxim de absorbtie la 260 nm, la pH neutru, ceea ce am observat si noi in analiza spectrului.
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Astfel, profilul de formare a duplecsilor de acizi nucleici PNA-DNA ca punct cheie n
detectia moleculelor de DNA similare cu miRNA se poate observa atat prin experimente de
electrofiziologie cat si prin analiza spectrelor UV-VIS.

Act 3.6 - A5.3 Analiza multiplex a profilelor de detectie a miR-N21, miR-148b, miR-221 si
mMiR-155 din serul uman.

Folosind procesul de hibridizare intre molecula proba de PNA si molecula tintd 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 alameticina
functionalizati cu molecula proba, Pepl (Fig. 6. a), aflati intr-o solutie de KCI cu o concentratie
de 3 M, apropiata de concentratia de KCI din serul uman. 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 alameticina este
restrictionatd de complexul de acizi nucleici format (Fig. 6. b). La adaugarea unei secvente tinte
necomplementare, nDNA, observam ca semnalul rezultat se aseamana cu cel dat de monomerii de
alameticind 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 Fig. 6.

fia a) Pept b) Pep1:cDNA/1:1 . . . . .
- o ¢ Fig. 6. Inregistrari originale care
l ' ; evidentiazd procesul de detectie a
41 \ moleculelor de DNA similare cu miRNA
M o0 'Cutilizand  nanoporii  proteici  de
S alameticind functionalizati cu molecule
Z e probi. a), ¢) semnal dat de nanoporii de
Yy coms ¢ alameticind  formati din  monomeri
1s C)  Pept d) Pep1:nDNA/1:1 functionalizati cu molecule proba, Pep 1;

b) semnalul ionic se schimba la addugarea
secventelor tintd complementare, d) insa
ramane neschimbat cand se adauga
molecule tintd necomplementare. Toate
experimentele au fost efectuate in 3 M

w  KCl,AV=-140 mV si pH =17. (Mereuta et
%4 cotnts “scims © al., ACS Appl. Mater. Interfaces 2023, 15)

Am reusit astfel sa Indeplinim obiectivele pe care le-am propus si sd demonstrdm
posibilitatea de analiza multiplex a profilelor diferitelor molecule de DNA similar cu miRNAs, in
solutii electrolitice si solutii similar probleor biologice.
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Rezultatele si modul de diseminare a rezultatelor.
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