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49 DETECTIA CU NANOPORI PROTEICI A ANTIGENILOR

HEPATITEI B VIRALE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la o metoda de detectie a antigenului
HBeAg din probe biologice cu aplicatii in diagnosticul
clinic al hepatitei B. Metoda, conform inventiei, utili-
zeaza tehnica de electrofiziologie pe un sistem format
dintr-un nanopor de a-hemolizina (a-HL) inserat intr-un
bistrat lipidic si molecule de anticorpi specifici
(anti-HBeAg) cu incubarea prealabila a moleculelor de
interes timp de 2 h la temperatura camerei rezultand

complexul HbeAg-antiHBeAg, cu aplicarea unor dife-
rente de potential pozitive, Tnregistrarea variatiilor
curentului ionic datorate interactiunilor moleculelor cu
nanoporul proteic, si evaluarea informatiilor care conduc
la detectia selectivda a antigenului HBeAg in proba
investigata.
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Descrierea inventiei

Detectia cu nanopori proteici a antigenilor hepatitei B virale

Inventia se referd la o metodd de detectie senzitivd si selectivd a antigenului HBeAg
specific hepatitei B virale, ce poate sta la baza unui nanosenzor proteic portabil util in aplicatii
biomedicale din domeniul bionanotehnologic, precum testarea clinic3 si diagnosticul medical.

in prezent, procedura standard in monitorizarea infectiei cu virusul hepatitei B (HBV) este
reactia de polimerizare in lant (Polymerase Chain Reaction, PCR) in timp real, care cuantifici
ADN-ul viral din nucleocapsidele eliberate in singele pacientilor infectafi. Acest test este
considerat sensibil §i precis, dar problemele tehnice, cum ar fi rezultatele fals pozitive sau negative
din cauza contamin3rii probei nu sunt complet excluse.! Mai mult, manipularea PCR necesiti
expertiz3 tehnic# si personal cu inalt3 pregitire, timpi mari de analiz3 (24h), costuri asociate mari,
ficand tehnica de diagnosticare mai putin practicd pentru o utilizare in timp util, mai ales in
punctele de ingrijire. Plecand de la metoda PCR, s-au dezvoltat platformele robotizate de analizi
a ADN-ului HBV (de exemplu, COBAS TagMan, COBAS AmpliPrep, Abbott Real Time HBV
Detection) si platforme centrifugale microfluidice, care micsoreaz3 timpii de procesare.? Cu toate
acestea, din cauza randamentului scizut si a costului operational ridicat, aceste metode sunt inci

putin utilizate.

Infectia cu HBV poate fi evidentiatd si prin méasurarea titrurilor proteinelor secretoare ale
HBYV, a antigenilor (Ag) de ,,suprafatd” (HBs) sau ,,precoce” (HBe). HBsAg este primul antigen
serologic care poate fi detectat in ser la o siptdmana dupa infectarea cu HBV, indicind cronicitatea
cind persistd mai mult de 6 luni, si este urmat la scurt timp de HBeAg. Detectarea HBeAg in
sdngele purtitorilor de HBV sau a pacientilor cronici este asociat3 cu o ratd ridicat3 de replicare
virald, titruri crescute ale ADN-ului si infectiozitate si risc semnificativ de transmitere a infectiei.
fn schimb, un rezultat negativ HBeAg este un indiciu al replicrii minime sau absentei HBV.?
Astfel, HBeAg poate fi considerat un marker pentru boala severa, detectarea lui in serul pacientilor
justificand initierea imediati a terapiei antivirale, mai ales in situatiile in care evaluarea HBV prin
PCR nu este usor disponibild. Sunt folosite in acest scop tehnici de diagnostic imunochimice, care
se bazeazi pe interactiunea antigen-anticorp, dintre care mentionim tehnica de analizi

imunoenzimatic#, precum ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), in care antigenii sunt
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detectati in urma interactiunii cu anticorpi marcati enzimatic.* Aceastd tehnici necesiti etape
multiple de pregétire a probei, ceea ce rezult in timpi indelungati pani la rezultatul final, un volum

mare al solutiei prob3 si are o sensibilitate de detectie scizutd in cazul interactiunilor slabe.

Tehnologia bazat# pe nanopori biologici sau in suport solid a revolutionat detectia la nivel
de singurd moleculd, fiind folositd in ultima vreme ca un nou instrument puternic pentru detectarea
si caracterizarea unor analiti specifici,>~’ cum ar fi compusi chimici sau biomolecule precum ARN
si ADN, peptide si proteine. Robustetea intrinsecd si proprietétile fizico-chimice ale proteinei a-
hemolizin (a-HL) secretate de Staphylococcus aureus® o fac stabild in conditii experimentale
extreme si 0 recomand3 ca un biosenzor ideal pentru a fi utilizat in astfel de scopuri.>'? Astfel,
tehnica de electrofiziologie la nivel de singurd moleculs ce utilizeazi ca biosenzor un nanopor de
a-hemolizind (a-HL) inserat intr-o membrand lipidica artificiald nu necesitd marcarea in prealabil
a moleculelor de interes, este selectivd, avantajoasi din punct de vedere economic iar rezultatele

sunt obtinute in timp real.

in prezent, solutia cea mai apropiatd de inventia de fatd este folosirea nanoporilor
functionalizati cu un receptor specific (grupare chimic3, proteind, anticorp) imobilizat pe suprafata

noporului,'!!3

astfel ci proteinele antigenice pot fi detectate in mod selectiv in urma interactiunii
cu receptorul. Acest tip de nanosenzori suferd o limitare dati de timpul indelungat de examinare
in cazul 1n care interactiunile ligand-receptor sunt indelungate si viteza de disociere mic3, astfel
cd pentru o interactiune ce dureazi citeva zeci de secunde, timpul de inregistrare se intinde pe
parcursul a cdteva ore. Un alt dezavantaj al acestei tehnici este acela cd pentru a incorpora

receptorii in structura nanosenzorilor trebuie apelat la ingineria genetici iar costurile sunt ridicate.

Scopul inventiei este implementarea unei metode de detectie a antigenilor HBeAg proveniti din
probe biologice, caracterizati prin aceea cd, utilizand tehnica de electrofiziologie pentru studii
la nivel de singurd moleculd bazat3 pe un sistem format dintr-un nanopor de a-hemolizina (a-HL)
inserat intr-un bistrat lipidic si molecule de anticorpi specifici (anti-HBeAg) cu incubarea
moleculelor de interes timp de doull ore la temperatura camerei inainte de inceperea fazelor
metodei, formandu-se complexul HBeAg-antiHBeAg, cu raportul molar cuprins intre 1:1 si 1:2,

in vederea diagnosticrii HBV cu rapiditate si un grad marit de specificitate.
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Problema tehnicd pe care o rezolvd inventia de fati se referd la detectia senzitiva si
selectiva, in timp real, si fird implicarea unor compusi specifici din sfera proteomicii, a prezentei
proteinelor antigenice HBV intr-o varietate de probe biologice, in scop medical. Solutia tehnica
prezentati utilizeaz3 un nanosenzor bazat pe nanopori proteici stabili nemodificati genetic, ce face
posibild detectia prin intermediul interactiunilor specifice dintre antigenii HBeAg si anticorpii
acestora, anti-HBeAg. Totodat3, concentratiile solutiilor necesare pentru detectia prezentei unor

agenti patogeni virali este de ordinul nanomolar (10° M).

Metoda implementatd pentru realizarea detectiei se bazeazd pe discriminarea in timp real
a antigenului HBeAg utilizand tehnici la nivel de singurd moleculd cu ajutorul unui nanopor
proteic §i anticorpi anti-HBeAg. Aceastd metodd are la bazi analiza statisticd a unor evenimente
distincte de blocare a curentului ionic mediat de nanopor asociate interactiunilor dintre acesta si
HBeAg/anti-HBeAg prezente in solutia electrofiziologicd. Raportul molar optim pentru detectia
complexului molecular anticorp-antigen (anti-HBeAg:HBeAg) poate varia intre 1:1 si 1:2 pentru

inventia propusi.

In vederea verificarii eficientei metodei de detectie a antigenului HBeAg, pentru formarea
complexului molecular antigen-anticorp (HBeAg:anti-HBeAg), se propune incubarea moleculelor
de interes pentru aproximativ doud ore la temperatura camerei inainte de inceperea fazelor

metodei.

Pentru optimizarea conditiilor de capturare a moleculelor, diferenta de potential aplicati
asupra sistemului lipo-proteic a fost crescutd, variind in intervalul [150; 200] mV. Forta
electroforeticd generatdi de diferenta de potential aplicati reprezintd unul din factorii determinanti

ai directiei, ratei de capturare si vitezei moleculelor.

Pentru a imbunititi raportul zgomot/semnal, implicit pentru cresterea stabilitatii si
sensibilitdtii metodei, semnalul original inregistrat (fluctuatiile de curent) a fost filtrat cu un filtru

de tip low-pass Bessel, fixat la 7000 Hz.

Implementarea inventiei prezinti urmdtoarele avantaje: (i) detectia selectivd cu
senzitivitate mare a proteinelor antigenice HBV: (ii) metoda poate fi utilizat3 in platforme portabile
si stabile, pentru a realiza detectia in regim ‘point-of-care’; (iii) este o0 metoda rapidi si ieftini, in

ratiunea cd nu necesitd operatiuni costisitoare si de lungd duratd (ex: modificari chimice sau
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marcare); (iv) analiza la nivel de singurd molecul se efectueazi cu usurinta si nu necesit3 personal

specializat in domeniu; (v) prezint3 un randament crescut.

Exemplu de realizare

Dispozitivul folosit pentru implementarea metodei cuprinde o cuvd compartimentat3 in
doua pirti (denumite conventional trans $i cis, aceasta din urmai se afla legati la mas3), cu volume
egale (aproximativ 1 ml) de solutie electrofiziologicd 2 M KCl, mentinuta la un pH usor bazic (pH
= 8) cu solutie buffer 10 mM HEPES. Cele doud compartimente sunt despartite de un film subtire
de Teflon cu o apertura (diametrul ~120 um) in centrul sau, pretratat cu o solutie hidrofobica (1:10
hexadecan n-pentan). intr-o prima etaps, se formeaza un bistrat lipidic obtinut din difitanoil
fosfatidilcolind (DPhPC) dizolvata in n-pentan, in care se va insera un singur nanopor heptameric
de o-HL, dupa ad3ugarea in partea cis a unei cantititi mici de solufie monomerica de proteini a-
hemolizina. Cu ajutorul a doi electrozi Ag/Cl imersati in cele doud parti ale dispozitivului si
conectati la un amplificator, se aplicd o diferentd de potential si se inregistreaza un curent ionic
mediat de nanopor. Toate inregistrarile de curent ionic au fost efectuate cu o frecventa de achizitie
de 50 kHz, filtrate la o frecventd de 10 kHz, si cu un gain de 5 mV/pA. Metoda se executd in

conditii de presiune atmosferica si la temperatura camerei (~ 23 °C).

Fazele metodei propuse sunt urmitoarele: i) dupa inserarea in membrana lipidicd a unui
singur nanopor de a-HL, se adaug in partea cis a dispozitivului o cantitate de ordinul nanomolar
din solutia de anticorpi specifici agentului patogen ciutat; ii) ulterior, peste aceasta se adauga proba
moleculard. in cazul prezentei unei infectii cu virusul hepatitei B, proba va contine proteina ce

urmeazi a fi detectat (antigenul HBeAg).

fn urma aplicarii unor diferente de potential pozitive, se inregistreaza variatiile curentului
ionic datorate interactiunilor moleculelor cu nanoporul proteic, iar evaluarea acestora permite

obtinerea de informatii care si permita detectia selectiva a antigenului.

Prof. dr. Judorel foade
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Revendiciri

1 Detectia cu nanopori proteici a antigenilor hepatitei B virale, caracterizatd prin aceea ci,
utilizand tehnica de electrofiziologie pentru studii la nivel de singurd molecul bazati pe un sistem
format dintr-un nanopor de a-hemolizind (a-HL) inserat intr-un bistrat lipidic si molecule de
anticorpi specifici (anti-HBeAg), cu incubarea moleculelor de interes timp de doud ore la
temperatura camerei inainte de inceperea fazelor metodei, formandu-se complexul HBeAg-

antiHBeAg, cu raportul molar cuprins intre 1:1 si 1:2,

2. Detectia cu nanopori proteici a antigenilor hepatitei B virale, conform revendicarii 1,
caracterizati prin aceea ci, analiza semnalelor inregistrate cu ajutorul nanoporului a-HL
caracteristice interactiunilor specifice dintre antigenii HBeAg si anticorpului acestuia ofer3

posibilitatea obtinerii de informatii care s3 determine prezenta antigenului in proba investigati.

3. Detectia cu nanopori proteici a antigenilor hepatitei B virale, conform revendicarii 1,
caracterizatd prin aceea ci, pentru optimizarea conditiilor de capturare a moleculelor, diferenta
de potential aplicatd asupra sistemului lipo-proteic a fost crescutd, variind in intervalul [150; 200]
mV, si semnalul original inregistrat a fost filtrat cu un filtru de tip low-pass Bessel, fixat la 7000
Hz.
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