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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o0 metoda de detectie specifica a
unor secvente scurte de ADN monocatenar pentru
aplicatii biomedical din domeniul bionanotehnologic.
Metoda, conform inventiei, utilizeaza ca nanodetector
un por proteic de a-hemolizina (x-HL) imersat intr-o
solutie de nanoparticule de aur (AuNP) functionalizate
cu un stratanionic de citrat, acizi peptido-nucleici (PNA)
si moleculele ADN {intd si constd n monitorizarea,

inregistrarea si analiza amprentei specifice a raspun-
sului dat de interactiunea complexelor coagulante
PNA-AuUNP care se modificd semnificativ cdnd mole-
culele tinta de ADN hibridizeaza cu cele de PNA, astfel
facand posibila detectia ADN ca urmare a discriminarii
celor doua tipuri de raspuns.
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Detectia cu nanopori proteici a secventelor scurte de ADN monocatenar cu

ajutorul unor xeno-acizi nucleici si nanoparticule de aur

Inventia se refera la o metoda de detectie specifica a unor secvente scurte de ADN
monocatenar ce poate sta la baza aplicatiilor biomedicale din domeniul
bionanotehnologic. Aceasta poate fi utilizata in testarea medicala pentru diagnosticare
realizata la punctul de ingrijire, in investigatile medico-legale sau in monitorizarea
sigurantei alimentare.

in scopul diagnosticului clinic al infectiilor virale sau bacteriene sunt utilizate
metodele conventionale precum: metode de numarare a culturilor si coloniilor, ce se
bazeaza pe capacitatea microorganismelor de a se inmulti in colonii vizibile, dar care au
ca dezavantaj procesul de lunga durata (pentru confirmarea rezultatului fiind necesare
intre 7 si 10 zile), metode imunologice bazate pe interactiunea selectiva antigen-anticorp,
care necesita personal calificat, dispozitive specializate si costuri de productie ridicate si
metode bazate pe detectia secventelor de acizi nucleici specifice anumitor maladii ce au
la baza reactia de polimerizare in lan{ (PCR), care prezintd dezavantajul ca sunt
costisitoare, iar procesul este, de asemenea, unul complicat ce necesita personal calificat
si timpi mari de analiza (pana la 24h). O alta medota utilizata este detectia si secventierea
ADN-ului care permite determinarea structurii primare a unui fragment din acizii nucleici,
dar care cuprinde tehnici de degradare chimica (Maxam-Gilbert) si de sinteza enzimatica
(Sanger) costisitoare si care necesita timpi mari de realizare. Tehnicile de detectie si
secventiere de noud generatie care utilizeaza senzori moleculari (naturali, artificiali sau
hibrizi) si-au propus sa eficientizeze acest proces. Astfel, utilizarea tehnicii de
electrofiziologie la nivel de singura molecula ce utilizeaza ca biosenzor un nanopor de a-
hemolizina (a-HL) inserat intr-o membrana lipidica artificiala prezinta un potential extrem
de mare in detectia si identificarea moleculelor de ADN in timp real, find deasemnea
foarte avantajos din punct de vedere economic. Dezavantajele acestei tehnici tin de: (i)

viteza mare de translocare a moleculei prin nanopor care poate impiedica detectia
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eficienta a acesteia si (ii) geometria nanoporului a-HL impiedica secventierea la nivel de
o nucleobaza.[1]-{4]

In prezent, cel mai apropiat procedeu de inventia de fatid implica utilizarea
nanoparticulelor de aur (AuNP), a moleculelor de ADN tinta si a moleculelor de acizi
peptido-nucleici (PNA) in metode colorimetrice traditionale, in care lungimea de unda de
absorbtie a nanoparticulelor de aur este sensibila la distanta dintre acestea [5], [6] ceea
ce face posibila detectia hibridizarii ADN-PNA. Una dintre limitarile majore ale acestei
strategii este aceea ca parametrii mediului experimental, precum modificarea pH-ului sau
a temperaturii, pot provoca agregarea nanoparticulelor si, prin urmare, sa ofere un
raspuns fals pozitiv. Pe de altd parte, raspunsul calorimetric obtinut prin agregarea
nanoparticulelor poate avea uneori senzitivitate redusa in medii complexe datorita
adsorbtiei nespecifice [6].

Scopul inventiei constad in implementarea unei metode de detectie selectiva si
discriminare a secventelor de ADN a diferitilor agenti patogeni, bazatd pe modificarile
proprietatilor de suprafatd a AUNP ca urmare a procesului de hibridizare a moleculelor de
xeno-acizi nucleici prezente in sistem, complementare cu cele de ADN.

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia de fatd se refera la optimizarea
metodei de detectie a moleculelor de ADN prin prisma rapiditatii de aplicare si a
cosumului minim de materie prima.

Detectia cu nanopori proteici a secventelor scurte de ADN monocatenar cu ajutorul
unor xeno-acizi nucleici $i nanoparticule de aur, caracterizata prin aceea ca, utilizand
tehnica de electrofiziologie pentru studii la nivel de singura molecula bazata pe un sistem
format dintr-un nanopor de a-hemolizind (a-HL), o suspensie de nanoparticule de aur
acoperite cu citrat (AuNP) si molecule de acizi peptido-nucleici (PNA) este posibila
detectia secventelor de ADN tinta complementare moleculelor de PNA, ca urmare a
formarii complexului AUNP-PNA-ADN.

Solutia tehnica prezentata utilizeaza un sistem de detectie in timp real bazata pe
nanopori, cu particule de aur si molecule PNA, un tip de xeno-acizi nucleici sintetici, a

caror secventd primara poate fi adaptata rapid pentru a fi compatibila cu ADN-ul
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patogenilor tintd. Deasemenea, concentratiile solutilor de PNA si ADN tinta necesare
pentru detectie sunt de ordinul micromolar (106 M).

Pentru inceput, nanoparticulele de aur acoperite cu un strat anionic de citrat
formeaza complexe coagulate cu acizii peptido-nucleici (PNA) care genereazd un
raspuns specific, bine definit. Prezenta ulterioara a secventelor complementare de ADN
va mpiedica agregarea particulelor, ceea ce va conduce la modificarea semnificativa a
semnalului inregistrat, astfel faicandu-se posibila detectia rapida si precisa a secventelor
specifice de ADN din proba.

Un pas extrem de important in aplicarea acestei metode este mentinerea unui
gradient de sare de-a lungul nanoporului (3M / 0.1 M KCI). Principalele motive fiind:
impiedicare agregarii nanoparticulelor la tarii ionice mari, cresterea ratei de capturare a
nanoparticulelor de catre nanopor si mentinerea unui raport semnal-zgomot scazut.

Implementarea inventiei prezintd urmatoarele avantaje: (i) detectia selectiva a
unei game largi de secvente monocatenare de ADN scurte sau lungi cu sensibilitate si
specificitate ridicata, (ii) metoda este necostisitoare si rapida si (iii) nu necesita o marcare
suplimentara a compusilor tinta.

Exemplu de realizare

Dispozitivul utilizat pentru implementarea metodei consta in utilizarea unei cuve
cu doua compartimente, denumite conventional cis (electrodul legat la masa) si trans,
separate de un film de Teflon cu grosimea de 25 um, care prezinta o apertura cu diametrul
de aproximativ 120 ym. O prima problema tehnica presupune prevenirea agregarii
nanoparticulelor de aur indusd de concentratia de sare, astfel ca in regiunea cis se
adauga o solutie 0.1 M KCI mentinuta la pH neutru cu solutie buffer 1 mM EDTA si 10
mM Tris, iar in regiunea frans o solutie 3 M KCI, mentinuta la acelasi pH. La nivelul
aperturii din filmul pretratat cu 1:10 hexadecan n-pentan, se va forma un bistrat lipidic
obtinut din difitanoil fosfatidilcolina (DPhPC) dizolvata in n-pentan. In regiunea cis se va
adauga o cantitate mica de solutie stoc de a-hemolizina, urmarindu-se insertia unui singur
nanopor heptameric de a-HL in suportul lipidic. In cele doua compartimente sunt inserati

doi electrozi Ag/Cl conectati la un amplificator, cu ajutorul carora se aplica o diferenta de
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potential si se inregistreaza curentul ionic generat de miscarea ionilor de sare din solutiile
utilizate. Metoda se aplica in conditii de presiune atmosferica si la temperatura camerei
(~ 23 °C).

Fazele metodei propuse sunt urmatoarele: i) dupa insertia unui singur nanopor de
a-HL in suportul lipidic, se adauga in regiunea cis o cantitate de ordinul nanomolar dintr-
o suspensie de AuNP acoperite cu citrat; ii) ulterior, se adauga in regiunea cis o solutie
cu concentratia de ordinul micromolar de PNA cu secventa complementara ADN-ului
patogenului cautat; iii) peste acestea se adauga proba tot in concentratii de ordinul
micromolar. In cazul prezentei unei infectii, proba va contine secventa de ADN a
patogenului ce se doreste a fi detectat.

Fluctuatiile de curent ionic datorate interactiunilor cu nanoporul proteic, in urma
aplicarii unor diferente de potential pozitive, sunt inregistrate i analizate, putand astfel
obtine informatii ce permit detectia selectiva a ADN-ului.
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Revendicari

1. Detectia cu nanopori proteici a secventelor scurte de ADN monocatenar cu ajutorul
unor xeno-acizi nucleici i nanoparticule de aur, caracterizata prin aceea ca, utilizand
tehnica de electrofiziologie pentru studii la nivel de singura molecula bazata pe un sistem
format dintr-un nanopor de a-hemolizina (a-HL), o suspensie de nanoparticule de aur
acoperite cu citrat (AuNP) si molecule de acizi peptido-nucleici (PNA) este posibila
detectia secventelor de ADN {inta complementare moleculelor de PNA, ca urmare a
formarii complexului AUNP-PNA-ADN.

2. Detectia cu nanopori proteici a secventelor scurte de ADN monocatenar cu ajutorul
unor xeno-acizi nucleici si nanoparticule de aur, conform revendicarii 1, caracterizata
prin aceea ca, analiza semnalelor inregistrate cu ajutorul sistemului nanopor-AuNP-
PNA, in absenta si in prezenta moleculelor de ADN, ofera informatii specifice si clare
pentru detectia ADN-ului, avand selectivitate ridicata si sensibilitate de ordinul

micromolar.
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