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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
senzor pe bazd de material grafenic utilizat intr-o
metoda optica pentru detectia secventelor scurte de
acizi nucleici. Procedeul, conform inventiei, consta in
functionalizarea oxidului de grafena (GO) cu un surfac-
tant anionic de tip dodecil sulfat de sodiu (SDS) pentru
mentinerea dispersabilitétii GO Tn prezenta de proteine
si saruri, respectiv, mentinerea proteinelor solubile la
temperatura de 42°C si acid etilendiaminotetraacetic

(EDTA), dupa care se prepara o solutie stoc diluata de
100 pg/ml GO contindnd 0,1 mg/ml SDS si 0,1 mg/ml
albumina serica bovina (BSA), pentru monitorizarea
fluorescentei, utilizatd pentru detectia in timp real a
acidului nucleic tintd in medii fiziologice complexe.
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DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la un senzor pe bazid de material grafenic modificat necovalent si la 0 metoda
pentru detectia si analiza omogend in medii fiziologice complexe, fard marcare prealabild a
secventelor scurte de acid nucleic. Se utilizeaza oxidul de grafend (GO) pentru stingerea
fluorescentei, un detergent anionic anionic (dodecil sulfat de sodium-SDS) si o proteina
de culturi celulare) si sonde acid dezoxiribonucleic (ADN) oligonucleotidice marcate cu un
singur fluorofor (US6635427B2) a caror emisie de fluorescentd se stinge ca rdspuns la
hibridizarea celor doud catene de acizi nucleici, datorita transferului de electroni fotoindus dintre
fluorofor si bazele azotate, in special guanina, din catena acidului nucleic tintd. Raspunsul
senzorului este liniar pe domeniul 1 nM — 8 nM, cu limita de cuantificare (LOQ) 1 nM ADN
complementar.

Problema tehnicé pe care o rezolva inventia constd in evitarea agregérii oxidului de grafena
(GO) in medii fiziologice complexe, prin folosirea surfactantilor, oxidul de grafeni functionand
ca un quencher (capacitatea de a stinge fluorescenta), ducind la stingerea fluorescentei oligo
fluorescein phosphoramidite (FAM)-DNA in exces sau nehibridizat. Detectia oligo ADN tinta se
bazeaza pe quenching-ul specific datoritd transferului de electroni fotoindus, dintre fluoroforul
situat pe una dintre catenene ADN si bazele azotate din catena complementara (in special
guanina).

Hibridizarea sondelor de acid nucleic marcate cu un colorant fluorescent este o metoda utilizata
pe scard largd pentru detectarea, analiza si determinarea concentratiei secventelor de acid
nucleic. Tehnicile obisnuite includ hibridizarea ,,Southern blot”, ,,dot blot”, testele de ,,gel-shift”,
analizele omogene in solutie care sunt adesea cuplate cu reactia in lant a polimerazei (PCR). Au
fost raportate mai multe metode de detectie a acizilor nucleici bazate pe probe fluorescente:

i. metoda care foloseste FRET (Transfer de energie prin rezonantd in fluorescenta),Mergny si
colab., care constd in hibridizarea a doud sonde de acid nucleic la un acid nucleic tintd. Aceste
doua sonde de acid nucleic sunt marcate cu coloranti fluorescenti. Colorantul fluorescent al uneia
dintre cele doud sonde poate transfera energie cétre colorantul fluorescent al celeilalte sonde,
astfel incit al doilea colorant fluorescent va emite fluorescentd. Aceste douda sonde sunt

proiectate astfel incat, cand acestea hibridizeaza cu acidul nucleic tinta, colorantii lor fluorescenti
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sa fie situati separat unul de celilalt prin 1 pana la 9 baze. Cénd aceste doud sonde de acid
nucleic se hibridizeaza cu acidul nucleic tinta, are loc emisia de fluorescenta a celui de-al doilea
colorant fluorescent. Intensitatea acestei emisii de fluorescentd este proportionald cu numarul de
copii ale acidului nucleic tinta.

ii. metoda balizelor fluorescente moleculare (Molecular Beacon): Tyagi si colab. O sonda de acid
nucleic este marcat la un capdt al acestuia cu un colorant fluorescent donor si la un capét opus al
acestuia cu un colorant acceptor. Deoarece ambele secvente finale ale sondei sunt
complementare intre ele, secventa de nucleotide a sondei este proiectatd sa formeze o bucla de ac
de par. Datoritd acestei structuri, emisia colorantului fluorescent donor este suprimatd de
colorantul acceptor datorita energiei de rezonantd Férster, molecula fiind intr-un lichid. Cand
sonda hibridizeaza cu un acid nucleic tintd, structura buclei acului de par este linearizatd. Acest
lucru duce la o crestere a distantei dintre compusul fluorescent donor si colorantul acceptor,
astfel Incat transferul de energie rezonantd Forster nu mai are loc. Aceasta permite colorantului
fluorescent sa produca emisie de fluorescenta.

In cazul testelor omogene, metodele de detectare sunt cuplate cu procesele de amplificare,
realizdndu-se amplificarea si analiza intr-un flux continuu, elimindnd sau minimizand necesitatea
de a transfera probe intre cele doud procese. Un element cheie care face ca testele omogene sa
functioneze este un semnal generat de hibridizarea sonda-tintd care poate fi detectat fara a fi
necesara indepartarea sondei libere (patent US6635427B2, patent US20010000148A1).

Au fost raportate mai multe patente referitoare la utilizarea capacitatii de a stinge fluorescenta a
GO si la probe oligo DNA fluorescente pentru detectia oligo DNA sau miRNA (micro RNA).
Stingerea fluorescentei este datoratd transferului de energie de rezonanta in fluorescenta sau
transferulul de energie de rezonantd Forster. In cele mai multe metode, probele oligo DNA
fluorescente sunt stinse (quenched) de GO in absenta oligo DNA complementar tinta
(KR20190086259A, KR20180017566 (A). US2016138096 (A1), US2015080251 (A1).
CN102643916 (A), KR20150028514A.

Metodele de determinare ale ADN pot fi efectuate heterogen sau omogen. Cele heterogene sunt
alcatuite din mai multe etape, cum ar fi imobilizarea ADN-ului tintd pe microparticule sau
suprafete, adaugarea in exces a probelor fluorescente complementare, hibridizarea, indepartarea
probei nehibridizate si apoi detectia probei care raméane legatd de tinta imobilizatd. Adesea,

proba tintd este marcatd fluorescent. Probele nehibridizate fluorescente sau ADN tintd, daca este
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marcat fluorescent, trebuie si fie indepartate prin spélare extensiva si reprezintd timpul cel mai
mare consumat in metodd. Folosirea suprafetelor solide cresc timpul de hibridizare, prin
comparatie cu hibridizarea in solutie, datoritd mobilitatii reduse a catenelor ADN adsorbite pe
suprafete, dar si datoritd accesului redus la catena complementard. Un avantaj al metodelor
bazate pe adsorbtia pe suprafete este acela cd se pot identifica simultan mai multe secvente de
ADN diferite.

Metodele omogene sunt efectuate in solutie i nu sunt necesare alte etape de separare pentru a
indeparta proba nehibridizata. Detectia specifica a hibridului ADN-proba/ADN-tinté se face prin
folosirea unei probe marcata fluorescent, la care fluorescenta este afectatid de un quencher. Se pot
utiliza metode omogene “turn on” in care, dupa hibridizarea ADN monocatenar (tinta cu proba
ADN complementara monocatenard adsorbitd pe GO), ADN-ul dublucatenar format se disociaza
de GO, iar fluorescenta este restabilitd sau metode “turn off” (de stingere a fluorescentei), in care
fluorescenta scade datorita stingerii fluorescentei ADN-ului proba de catre GO.

In acest brevet, utilizim o metodid omogeni, fird marcare prealabila a ADN tinta si o
detectie “turn off”’, cu doud etape de stingere a fluorescentei.

Prima etapd constd in stingerea specifica a fluorescentei (quenching) in solutie, datorita
transferului de electroni fotoindus (PET), dintre fluorofor si guanina de pe catena ADN
complementard, dupa hibridizare. A doua etapd constd in stingerea fluorescentei FAM-DNA
monocatenar nehibridizat datorata adsorbtiei pe oxidul de grafenad (FRET).

Brevetele identificate pdnad acum pentru detectia oligo DNA folosing GO ca un quencher,
utilizeazd detectia “turn on”: (#1) KR20190086259A, (#2) KR20180017566 (A), (#3)
US2016138096 (A1), (#4) US2015080251 (A1), (#5) CN102703594 (A), (#6) CN102643916
(A), #7) KR20150028514A. Probele constau in oligonucleotide marcate fluorescent, a caror
fluorescenti este stinsd de GO in absenta ADN tintd complementar. Dupa hibridizarea cu ADN
tintd, ADN-ul dublucatenar se detaseaza de GO, iar fluorescenta este restabilita.

In brevetul #1, se extrage miRNA din celule canceroase pulmonare, fiind o metoda heterogena.
In brevetul #2, se foloseste GO PEGylat (GO modificat covalent prin atasarea de polietilen
glycol) si acid nucleic peptidic (PNA, nucleotide atasate prin legédturi amidice/peptidice) ca
proba de aptamer marcatd fluorescent. La fel si in brevetul #3 se foloseste PNA ca probé de
aptamer marcata fluorescent. Brevetul #4 este similar cu brevetul #3 si foloseste o metoda “turn

on” si PNA.
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Brevetul #5 foloseste o tehnologie de amplificare a acidului nucleic la temperaturd constanta, o
probd DNA specifica, impachetatd (in “ac de par”), un primer de amplificare corespunzitor
secventei tintd de miRNA si o enzima de amplificare cu proprietéti de disociere a catenei ADN
nou sintetizate. Brevetul #6 foloseste o probd ADN marcat fluorescent si GO pentru stingerea
fluorescentei, intr-o metoda “turn on” a detectiei oligo ADN. Brevetul #7 foloseste o proba PNA
marcatd fluorescent pentru detectia RNA. Este o metoda “turn on”. Tot in cadrul acestui brevet
este descrisd §i o metodd pentru méasurarea activitatii ARN polimerazei

Materialele grafenice sunt monostraturi constituite din atomi de carbon hibridizati sp2 care
includ urmatoarele specii: grafend (G), oxid de grafend (GO) si oxid de grafena redus (rGO).
Dispersibilitatea grafenei si a derivatilor sdi in medii apoase este aproape invers proportionald cu
continutul de oxigen. Ca un simplu ghid, dispersibilitatea urmareste tendinta GO > rGO > G.
Prezenta unor ioni precum Na*, K¥, Mg, Ca®* sau surfactanti cationici in cazul GO, faciliteazi
agregarea straturilor grafenice. Functionalizarea chimicd a acestor materiale poate Imbunatati
dispersibilitatea, dar poate, de asemenea, sd creascd defectele acestora si sd aibd un impact
negativ asupra proprietétilor precum conductivitatea electrica si termica sau rezistenta mecanica.
Modificarea ne-covalentd, respectiv utilizarea surfactantilor, oferd o abordare complementara
pentru dispersia materialelor grafenice. Pe de altd parte, folosirea surfactantilor ofera
posibilitatea de a modula selectivitatea de legare a aptamerilor la GO. Peterson et al., a aratat ca
aptamerii ADN sunt compatibili cu surfactantii $i au gésit cd surfactantii neutri §i anionici au un
impact minor asupra abilitdtii aptamerilor de a se plia i de a lega molecule fintd hidrofile.
Aceeasi autori demonstreaza ca surfactantii pot fi folositi pentru a modula preferinta de legare de
substrat a aptamerilor, cel mai probabil datoritd sechestririi in micelele de detergent a
moleculelor hidrofobe tinta (Peterson et al., 2015).

Selectivitatea de legare a substratului este esentiald pentru multe aplicatii de legare a aptamerilor.
Un alt aspect este selectivitatea de legare a ADN dublucatenar la GO in prezenta surfactantilor
neionici. Lei et al. a ardtat ca surfactantul neionic Triton X-100 poate bloca formarea
complexelor ADN dublu catenar — GO, astfel incat creste fractia ADN-ului dublu catenar ce
rdmane in solutie, ADN-ul moncatenar ramanand adsorbit pe sprafata GO (aspect important in
proiectarea metodelor de detectie.

Solubilitatea si stabilitatea GO in solutii fiziologice.
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Stabilitatea suspensiilor oxidului de grafend (capacitatea GO de a raméne dispersata) in solutie
depinde de interactiunea dintre functionalitétile lor chimice de suprafatd si compozitia chimica a
mediului de suspendare. Aceastd problemd este criticd in mediile fiziologice in care sarurile,
ionii si biomoleculele pot interactiona cu GO, ducénd la flocularea sau agregarea nanoplanelor
de GO. De exemplu, desi GO este cunoscut a fi stabil in ap4, atunci cand este transferat in medii
de cultura celulara sau solutii tampon, acesta sufera frecvent o agregare (Bao si colab., 2011, Ren
si colab., 2012, Feng si colab., 2011, Liu et al., 2008, Yang si colab., 2013). Toate tipurile de
materiale grafenice pot interactiona cu componente ale mediilor fiziologice. Aceste interactiuni
ar putea modifica dimensiunea, forma sau chimia suprafetei oxidului de grafend (GO) (Tan si
colab., 2013, Ding si colab., 2014). Doud aspecte au o importantd deosebitd: proprietatile GO sub
forma dispersata si formarea pe suprafata GO a unei corone proteice (invelis proteic) (McCallion
si colab., 2016). GO formeaza dispersii stabile in apa si dimetil sulfoxid (DMSO) (Johnson si
colab., 2015), dar se agregé treptat in tampon fosfat salin (PBS), NaCl si mediul Eagle modificat
de Dulbecco (DMEM), care contine ioni, proteine si aminoacizi hidrofobi. PBS contine NaCl
aproximativ 137 mM, pH = 7,4, NaCl 0,9% contine 154 mM NaCl, iar mediul celular DMEM
contine NaCl aproximativ 109 mM, cu 10% ser fetal bovin (FBS) ce contine si albumini sericd
bovind), pH 7,4, 1a 25 ° C (Zheng et al., 2018). FBS este utilizat pentru a suplimenta mediile de
cultura celulard, este un amestec de elemente care contine, printre altele, proteine, aminoacizi §i
saruri. Agregarea GO este observatd atunci cénd intrd in contact cu FBS si acest lucru se
datoreazi 1n principal unei interactiuni cu proteinele (Franqui si colab., 2019).

Intr-un alt raport, GO agrega usor in PBS si este complet agregat in mediu celular si ser (Wang si
colab., 2011). Pe de alta parte, particulele de grafend functionalizate (FGS), descrise ca fiind
obtinute prin reducerea chimica a oxidului de grafena, sunt stabile timp de peste un an in dodecil
sulfat de sodiu cu concentratia peste 40 pM (Hsieh si colab., 2013).

cu lizat plachetar, am folosit un detergent anionic, dodecil sulfat de sodiu (SDS), pentru a
dispersa GO in prezentd de proteine si sdruri §i, in acelasi timp, pentru a mentine proteinele
solubile la temperaturd ridicatd (42 °C) si acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) pentru a
complexa/chelata ionii divalenti. Pentru obtinerea solutiei stoc de 100 ug/mL GO, s-a folosit

albumina serica bovina 0.1 mg/mL concentratie finala si SDS 0.1% concentratie finala.
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Se prezintid in continuare un exemplu de obtinere a oxidului de grafend modificat
necovalent si metoda de detectie. Urmatorii compusi chimici au fost achizitionati de Sigma-
Aldrich: oxid de grafend 2 mg/ml, cat. No. 763705, clorura de magneziu, >98%, clorura de
sodiu, >99.5%, sodiu dodecil sulfat de sodiu, >99%. S-a mai utilizat mediu de cultura ,, Minimum
Essential Medium Eagle”, 22561021 (ThermoFisher), suplimentat cu lizat plachetar ,,PLTMax®
Human Platelet Lysate Stem Cell Supplement” Cat. # SCM141, de la Sigma-Aldrich. Secventa
model de oligo ADN este corespunzatoare unei portiuni din secventa promotorului genei ARN
polimerazei din bacteriofagul T7 (Zhou et al., 2013) si a fost marcata la capatul 3’ cu 6 —
fluorescein phosphoramidite (6-FAM), corespunzitoare secventei: 5’-TTT CAA CAT CAG TCT
GAT AAG CTA TCT CCC-3’/6-FAM (FAM-DNA). Secventa ADN complementard folosita
este 5°-GGG AGA TAG CTT ATC AGA CTG ATG TTG AAA-3’ (c-DNA). Améandoua
secvenfele FAM-DNA si ¢cDNA au fost achizitionate de la Integrated DNA Technologies, Inc
(Coralville, IA, USA).

Continutul de carbon al oxidului de grafend (raportat la substanta uscatd) este de 42-52%, iar
continutul de oxigen 44-54%, cu diametrul mediu de 22 pm, 90 % din particule avand diametrul
mediu sub 50 pm (pe baza specificatiilor producatorului, Sigma-Aldrich).

Masuritorile spectrofotometrice. Experimentele au fost efectuate utilizdnd un microplate
reader de fluorescenta Spark TECAN (Tecan Trading AG., Ménnedorf, Switzerland), avand
latimea benzii radatiei de excitatie de 20 nm la 485 nm si o 14time a benzii de emisie de 20 nm la
535 nm.

Oxidul de grafend 2 mg/mL a fost redispersat prin ultrasonare timp de 10 minute, inainte de
fiecare experiment, iar pH-ul a fost ajustat la pH 8.0 cu solutie tampon la o concentratie finala de
10 mM Tri-HCI. Din solutia stoc de oxid de grafend 2 mg/mL, s-a obtinut o solutie stoc diluata
de 100 pg/mL oxid de grafend, contindnd 0.1% dodecil sulfat de sodiu i 0.1 mg/mL albumina
sericd bovind. Celelalte solutii stoc, 40 nM FAM-DNA si 40 nM c¢DNA au fost preparate
contindnd 0.1 % albumini serica bovina si 0.1% SDS, concentratie finala, 10 mM Tris-HCI, pH
8.0.

FAM-DNA, 5°-TTT CAA CAT CAG TCT GAT AAG CTA TCT CCC-3’/6-FAM si catena
complementard cDNA, 5°-GGG AGA TAG CTT ATC AGA CTG ATG TTG AAA-3’, au fost
incubate in solutia tampon pentru hibridizare, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, ce contine 0.1% SDS,
0.1% BSA, 1 mM EDTA (acid etilendiaminotetraacetic) pentru 60 minute, la temperatura de 25

1%
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°C, dupa care s-a adaugat oxidul de grafend, 5 pg/ml., concentratie finald si s-a continuat
monitorizarea fluorescentei. Primul rand al placii s-a utilizat ca blank al microplécii, avand

godeuri cu apa sau cu solugie tampon 10 mM Tris-HCI, pH 8.0.

Pentru interactiunea dintre oxidul de grafend, (GO), proba ADN marcatd fluorescent si ADN

complementar {intd in medii de culturi celulare, s-a utilizat 0.1 % SDS, in solutia stoc de GO

diluatd si in mediul de reactie.

Se utilizeazda FAM-DNA, in prezenta de oxid de grafena si mediu de culturi celulare, ,,Minimum

Essential Medium Eagle” suplimentat cu lizat plachetar, ,,PLTMax® Human Platelet Lysate

Stem Cell Supplement” Cat. # SCM141, Sigma-Aldrich (Fig. 3). Concentratiile utilizate: 8 nM

FAM-ssDNA, 8 nM cDNA, 0.1% SDS, 1/4 dilutie finald a mediului de culturi celulare (taria

ionica finala a amestecului de reactie datoritd sdrurilor din mediul de culturd I=40 mM), 1 mM

EDTA, 10 mM Tris-HCI buffer, pH 8.0, 25 °C.

S-au utilizat controalele:

- FAM-DNA

- FAM-DNA si mediu de cultura celular suplimentat cu lizat plachetar.

- FAM-DNA, oxid de grafend (GO) si mediu de culturd celular suplimentat cu lizat plachetar.

- FAM-DNA, ADN complementar (cDNA) si mediu de culturd celular suplimentat cu lizat
plachetar, pentru detectia stingerii fluorescentei datorita transferului de electroni fotoindus.

Proba de analizat:

- FAM-DNA, ADN complementar (cDNA), oxid de grafend (GO) si mediu de culturd celular

(ccm) suplimentat cu lizat plachetar.

In prezenta de oxid de grafend, amestecul dintre proba ADN marcata fluorescent si catena ADN

complementarad, FAM-DNA + cDNA, prezintd o scidere a fluorescentei in timp, scadere care

este asociatd cu legarea FAM-DNA nehibridizat la GO (linia albastrd, FAM-

DNA+cDNA+ccm+GO), (FRET).

Semnalul fluorescent cuantificat (AF) este reprezentat de diferenta fluorescentei dintre proba

initiala si fluorescenta probei cu cDNA, stingerea fluorescentei fiind:

AF = (FAM-DNA + cem + GO) - (FAM-DNA + ¢DNA + cem + GO).

Stingerea fluorescentei (quenching-ul) reprezentatd grafic fatd de concentratiile de FAM-DNA

este proportionald cu cantitatea de cDNA si aratd o liniaritate buna, (Fig. 3). ADN-ul

e
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complementar tintd (DNAc) este detectat in mediul de culturd celulard suplimentat cu lizat
plachetar, detectia ADN complementar prezintd liniaritate in intervalul 1 - 8 nM, iar limita de
dozare (LOQ, limit of quantitation) este de | nM ADN complementar. Fy= FAM-DNA + cDNA,
F = FAM-DNA + ¢cDNA + GO.
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REVENDICARI

Un procedeu de preparare a oxidului de grafend, modificat necovalent cu un detergent

.....

suplimentate cu lizat plachetar si saruri.

Dozarea 1n analizd omogend, fard marcare prealabild, a oligo ADN monocatenar, 30
nucleotide, in mediu de culturd celular ,,Minimum Essential Medium Eagle” (EMEM)
suplimentat cu lizat plachetar. Limita de dozare (LOQ) este de 1 nM/litru ADN

complementar sau 0.1 - 0.8 pmoli/100 pL. mediu de reactie.
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Figura 1. Schema detectiei cDNA tinta. (A) Hibridizarea probei fluorescence monocatenare

FAM-DNA cu proba fintd monocatenard cDNA, (B) Dupa hibridizare, amestecul de reactie
conjine ADN monocatenar (FAM-ssDNA) si ADN dublucatenar (FAM-dsDNA), (C)

Fluorescenta ADN-ului monocatenar este stinsd de catre oxidul de grafena (GO), iar fluorescenta

ramasa este proportionald cu cantitatea de ADN {intd (cDNA).
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Figura 2. Detectia ADN tintd complementar (¢cDNA) in mediu de culturi celulare suplimentat cu
lizat plachetar, prin monitorizarea scaderii fluorescentei sondei ADN, datorita stingerii specifice
a fluorescentei (quenching), FAM-DNA : ¢cDNA raport molar 1: 1, 23 °C, 25 uL mediu de
culturi celulare (ccm) (tdria ionicd [ ~ 40 mM), 1 nM FAM-DNA (1 ng/100 uL), 5 pg/mL GO
(0.5 ug/100 ul).
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Fig. 3. Determinarea cantitativi a ADN complementar {intd in mediu de culturi celulare
suplimentat cu lizat plachetar, in domeniul 1 — 8 nM/litru, FAM-DNA : ¢cDNA raport molar 1 : 1,
23 °C vs. 42 °C. Semnalul fluorescent cuantificat este cel ramas dupa adaugarea GO: stingerea
fluorescentei AF = (FAM-DNA + ccm + GO) - (FAM-DNA + ¢cDNA + cecm + GO), (PET +
FRET). Barele de eroare reprezintd eroarea standard a mediei a trei experimente, fiecare

experiment cu probe in triplicat, r.f.u. = unitati relative de fluorescenta.
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