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RAPORT STIINTIFIC SI TEHNIC
Etapa Il (12 luni)

privind implementarea proiectului de cercetare cu titlul: ,,Platforma integrati pentru detectia
n timp real a antigenilor virusului hepatitei B, cu ajutorul biosenzorilor proteici”, acronim:
HEPATVIRDETECT, nr. 365PED /2020 cod proiect: PN-111-P2-2.1-PED-2019-0016, pentru

perioada 1 ianuarie 2021 — decembrie 2021.

Coordonator: Universitatea Alexandru loan Cuza din lasi

Partener: Institutul de Biochimie din Bucuresti

Scopul principal al proiectului, consta in dezvoltarea unui nanosenzor proteic portabil,
de prima generatie, pentru detectia selectiva a HBeAg, bazata pe interactia cu un anticorp

specific.

Obiectivul 1 Studiul la nivel de singura molecula al interactiunilor dintre HBeAg si

anticorpul acestuia, anti-HBeAg, cu ajutorul nanoporului de a-HL.(partea a 11-a)

Obiectivul 2 Demonstrarea fezabilititii discriminérii in timp real a amprentei specifice a
moleculelor de HBeAg, utilizdnd tehnici la nivel de singuri-moleculd de detectie

stocastica a dimerului HBeAg/anti-HBeAg cu ajutorul nanoporului de a-HL.

Obiectivul 3 Dezvoltarea unei platforme portabile si stabile, bazate pe nanoporul de a-
HL, pentru detectia HBeAg in regim ,point-of-care’, superioare tehnologiilor existente in

ceea ce priveste randamentul, afinitatea si selectivitatea (partea I).

Pentru realizarea obiectivelor propuse s-a continuat studierea literaturii relevante in
care a fost prezentata activitatea mai multor anticorpi. Dupa achizitionarea unuia dintre

anticorpii disponibili comercial, s-a determinat capacitatea de legare atat a HBeAg pur, obtinut
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din surse comerciale, cét si a celui secretat in mediul de cultura, in urma infectiei celulelor
HepG2-NTCP cu virusul hepatic B (VHB).

Pentru ELISA, o placa de 96 godeuri a fost cotata utilizand dilutii seriale (500-0.015
ng/godeu) de HBeAg (Native Antigen Company, UK) precum si mediu provenit din
experimente de infectie in vitro, peste noapte la 4 °C. Ulterior, placa a fost spalata cu PBS
suplimentat cu 0.1% Tween-20 (PBS-T) si blocata in lapte 10% timp de 1 h, urmand inca 3
spalari cu PBS-T. Placa a fost apoi incubata cu anticorpul primar anti-HBeAg (1:100, Santa
Cruz Biotechnology) timp de 1 h la temperatura camerei, urmand apoi 3 spalari cu PBS-T si
incubarea cu anticorp secundar anti-mouse conjugat cu HRP (1:10 000, Santa Cruz
Biotechnology) timp de 1 h la temperatura camerei. Probele au fost apoi spalate cu PBS-T de
3 ori. Detectia semnalului s-a realizat colorimetric, prin adaugare de TMB, reactia fiind stopata
la 30 min prin adaugarea de H2SOa4, 1N. Semnalul a fost cuantificat spectrofotometric, citirea
facandu-se la 450 nm.

Rezultatele obtinute au demonstrat capacitatea anti-HBeAg de recunoastere atat a
HBeAg pur cét si a celui rezultat din infectia cu VHB. Anticorpul validat a fost transferat

partenerilor din UAIC pentru optimizarea nanosenzorului.

Etapa proiectului a vizat studiul la nivel de singurd molecula al interactiunilor dintre
HBeAg si anticorpul acestuia, anti-HBeAg, cu ajutorul nanoporului de a-HL. In vederea
distingerii amprentei specifice a moleculelor de Ab(HBe) si a complexului antigen-anticorp
Ab(HBe)-HBeAg, necesar detectieci HBeAg pentru dezvoltarea platformei portabile si stabile
am elaborat un protocol experimental bazat pe urmatoarele rationamente de baza: (i) analiza si
intelegerea mecanismului molecular de capturare a moleculelor de Ab(HBe) de catre nanopor;

(i) optimizarea parametrilor si conditiilor care favorizeaza interactiunea complexului

.....

In primi faza, experimentele de electrofiziologie implementate au vizat detectia
moleculelor de HBe(Ab), anticorpul moleculei HBeAg, si descrierea amprentei specifice data

de cétre interactiunea acestora cu nanoporul proteic de a-HL.
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Figura 1 Amprenta specifica a interactiunii a 65 nM Ab(HBe) addugate in partea cis cu hanoporul de
a-HL: a) curentul ionic Inregistrat prin porul liber, b) fluctuatiile de curent ionic induse de
interactiunea moleculelor de Ab(HBe) cu nanoporul proteic, ) reprezentare schematicd a modului de
interactiune Ab(HBe) - a-HL si d) semnalul specific dat de aceasta interactiune. Toate Inregistrarile
reprezentate au fost efectuate la un potential transmembranar de 200 mV.

Experimentele au fost realizate in conditii de pH usor bazic (pH = 8), intr-o solutie de
2 M KCl, cu un buffer de 10 mM HEPES. Bistratul lipid care desparte cele doud parti ale
dispozitivului experimental (denumite conventional, trans si Cis, cea din urma fiind mereu
legata la masa) a fost format din lipide de tip diphytanoyl phosphatidylcholine (DPhPC) in care
s-a inserat nanoporul heptameric de a-HL prin adaugarea unei solutii monomerice de proteind

n partea cis a bistratului lipidic.
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Figura 2 Inregistrari ale fluctuatiilor de curent ionic induse de adiugarea in partea cis a 65 nM Ab(HBe), la
diferite potentiale transmembranare: a) 150 mV, b) 180 mV, ¢) 190 mV and d) 200 mV.
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In momentul inseririi nanoporului in membrana lipidica si aplicarea unei diferente de potential
se observa aparitia unui curent ionic, relativ constant (Figura 1, panel a), iar dupd adaugarea
moleculelor de Ab(HBe) intr-o concentratie de 65 nM, in partea cis a membranei in care este
inserat nanoporul (Figura 1, panel c), se pot observa fluctuatii in curentul ionic Inregistrat
(Figura 1, panel b). Acestre fluctuatii de curent ionic sunt o consecinta directd a capturarii

moleculelor de Ab(HBe) in interiorul nanoporului.
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Figura 3 Analiza cantitativa a fluctuatiilor de curent ionic generate de 65 nM Ab(HBe) cu diferenta de
potential aplicatd: a) ton — timpul mediu dintre evenimente succesive (reprezentate cu triunghiuri albastre
orietate in sus) si b) Torr — timpul de rezidenta al moleculelor in interiorul nanoporului.

Toate inregistrarile de curent ionic au fost efectuate cu o frecventd de achizitie de 50 kHz,
filtrate la o frecventa de 10 kHz, si cu un gain de 5 mV/pA. Parametrii ce descriu cinetica de
interactiune a moleculelor de Ab(HBe) cu nanoporul de a-HL sunt reprezentati si in figura 1:
Ton — timpul dintre doud evenimente succesive, de captuare de catre por a moleculelor (panel
b) si torr — timpul de rezidentd a moleculei in interiorul nanoporului (panel d). Analiza acestor
parametri, n valorile lor medii, ne-au oferit informatii despre cinetica de interactiune specifica
pentru Ab(HBe) cu nanoporul.

Ulterior, pentru optimizarea conditiilor de capturare a moleculelor de Ab(HBe) am

moficat diferenta de potential aplicata asupra sistemului lipo-proteic. Forta electroforetica
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generata de diferenta de potential aplicata reprezintd unul din factorii determinanti ai directiet,

ratei de capturare si vitezei moleculelor.

Adaugarea unei concentratii de 65 nM de Ab(HBe) in partea cis a sistemului lipo-proteic si

aplicarea unei diferente de potential crescute, variind 1n intervalul [150; 200] mV, a condus la

generarea unor fluctuatii de curent ionic din ce in ce mai frecvente (Figura 2, panelurile a-d).

Analiza statistica a timpilor medii dintre evenimentele de capturarea a moleculelor de

Ab(HBe) de catre nanoporul proteic (ton, Figura 3, panel a), cat si a timpilor medii de rezidenta

a moleculelor de Ab(HBe) 1n interiorul acestuia (torr Figura 3, panel b) reflecta cinetica de

interactiune specifica pentru anticorp.
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Figura 4 Fluctuatiile de curent ionic si evenimentele specifice inregistrate pentru: HBeAg:Ab(HBe) neincubat, in
raport molar de 1:1 (panel a si d); HBeAg:Ab(HBe) incubat, in raport molar de 1:1 (panel b si ) si HBeAg:Ab(HBe)
neincubat, in raport molar de 1:2 (panel c si f). Histogramele de amplitudine corespondente pentru fiecare caz de
incubare si raport molar raportate la amprenta specifica in amplitudine inregistrata pentru Ab(HBe) reprezentat cu

negru si HBeAg reprezentat cu rosu (panel g).

Cresterea diferentei de potential si implicit a fortei electroforetice duce la scdderea

timpului mediu dintre evenimente de interactiune succesive, ceea ce inseamna cresterea ratei

de capturare a moleculelor de catre nanopor. Pe de altd parte, timpul mediu de rezidenta a
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moleculei in interiorul nanoporului creste cu diferenta de potential aplicata, lucru care reflecta
ca moleculele de Ab(HBe) nu transloca in partea trans a nanoporului.

Dupa discriminarea amprentei specifice a anticorpului, s-a trecut la testarea conditiilor
experimentale optime pentru obtinerea detectiei eficiente a antigenului, HBeAg. Astfel ca, s-
au testat mai multe modalitati de formare a complexului molecular anticorp-antigen (HBe(Ab)
cu HBeAg), in conditii diferite de incubare si in mai multe raporturi molare. n special,
experimentele au vizat identificarea modului cel mai eficient de detectie: (i) incubarea
moleculelor de interes pentru aproximativ doua ore la o temperatura de 37°C fTnainte de
inceperea experimentelor si (i1) addugarea succesiva a moleculelor in dispozitivul molecular,
fard incubare. Inregistririle fluctuatiilor de curent ionic date in cele doud cazuri sunt
reprezentate in Figura 4, panelurila a si b, precum si un alt parametru modificat, si anume,
raportul molar dintre cele doua componente ale complexului (panel c).

Am urmarit modificari subtile in amprenta complexului molecular HBe(Ab)-HBeAg in
urma interactiunii acestuia cu nanoporul de a-HL (panelurile d-f), precum si in amplitudinea
de blocaj data de aceste interactiuni (panel g). Analiza histogramelor de amplitudine specifice
celor trei cazuri de prepare a probelor, Tn comparatie cu cele obtinute cand cele doua
componente ale complexului au fost adaugate si analizate separat, sugereaza aparitia unor

fluctuatii total diferite, cu peak-uri suplimentare in fluctuatiile de curent.
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Figura 5 Fluctuatiile de curent ionic si histogramele de amplitudine specifice amestecului moleculelor
Ab(HBe):HBeAg neincubat in raport de concentratie molard de: 4:1 (panel a si e), 2:1 (panel b si f), 1:1 (panel ¢ si
g), 1:2 (panel d si h). Toate inregistrarile si histogramele reprezentate au fost efectuate la un potential transmembranar

de 190 mV.
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O analizd mai amdnuntitd asupra modului in care raportul molar dintre cele doud componente
ale complexului molecular HBe(Ab):HBeAg influenteazd detectia antigenului a fost realizata
prin efectuarea unor experimente suplimentare, in conditii de neincubare, la mai multe
concentratii molare (e.i., HBe(Ab):HBeAg, 4:1; 2:1; 1:1 si respectiv 1:2, Figura 5, panelurile
a-d).
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Figura 6 Histogramele de amplitudine specifice amestecului molecular neincubat Ab(HBe):HBeAg, fara filtru
(negru) si dupa aplicarea unui filtru low-pass de tip Bessel de 7000 Hz (rosu) pentru diferite raporturi molare:
4:1 (panel a), 2:1 (panel b), 1:1 (panel ¢) si 1:2 (panel d). Toate histogramele reprezentatea au fost efectuate
pentru inregistrari la o diferentd de potential de 190 mV si reprezentate in scala logaritmica.

Conforma histogramelor de amplitudine am observat ca raportul molar optim pentru
detectia complexului molecular anticorp-antigen poate varia intre 1:1 si 1:2 pentru detectorul
propus. Raportul zgomot/semnal a fost examinat prin comparatia semnalului (fluctuatiile de
curent) original inregistrat cu semnalul filtrat cu ajutorul unui filtru de tip low-pass Bessel,
fixat la 7000 Hz si reprezentat pe scald logaritmicd pentru o mai bund vizualizarea a
modificarilor (Figura 6).

In concluzie, protocoalele experimentale propuse, analiza statistici cantitativi a
parametrilor specifici moleculei anticorp AbHBe si a complexului molecular anticorp-antigen
AbHBe-HBeAg a permis optimizarea detectiei antigenului si stabilitea parametrilor optimi ce

trebuie avuti in vedere pentru dezvoltatea nanoplatformei stabile si portabile.



UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU I0AN CUZA*“ din IASI PER LIBERTATEM AD VERITATEM

www.uaic.ro

Avand in vedere ca gazda fiziologica pentru replicarea VHB este celula animala,
proiectul a prevazut producerea HBeAg in celule HEK. Ca alternativa mult mai ieftina de
producere a proteinelor recombinate, a fost testat totusi si sistemul procariot, pornind de la
ipoteza ca HBeAg nu sufera modificari postranslationale complexe, specifice doar celulei

eucariote (i.e glicozilare) (Fig. 1).

HBV e-antigen (HBeAg)

(-10) (-1) 10 20 30 40 50
SKLCLGWLWG MDIDPYKEFG ATVELLSFLP SDFFPSVRDL LDTAAALYRD ALESPEHCSP

60 70 80 90 100 110
HHTALRQAIL CWGDLMTLAT WVGTNLEDPA SRDLVVSYVN TNVGLKFRQL LWFHISCLTF

120 130 140
GRETVLEYLV SFGVWIRTPP AYRPPNAPIL STLPETTVV (R)(R)

Number of Amino Acids: 159
Molecular Weight: 17,914

Figura 7 Secventa HBeAg.

Astfel, teoretic, exista sansa producerii unei proteine functionale si in sistem procariot,
mult mai usor de manipulat si cu randamente crescute de sinteza proteica atunci cand se
foloseste un sistem inductibil.

Antigenul HBe a fost clonat in vectorul pCi (mamaliene) si pET-24a (bacterii) prin amplificare
PCR folosind ca template genomul VHB complet si primeri specifici. Ulterior, o secventa ,,tag”
poli-His a fost atasat la capatul C-terminal al antigenului prin mutageneza directionata. Insertia
secventei ce codifica HBeAg a fost verificata prin migrare n gel de agaroza (Figura 8) si

confirmata prin secventierea ADN a plasmidelor codificatoare.
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pCi-HBe pET-24a-HBe

Figura 8 Screening insertie secventa HBeAg in plasmide pentru expresie in celule mamaliene (pCi) (panel A) si
bacterii (pET-24a) (panel B).

Pentru expresia Tn sistem procariot, s-au folosit celule bacteriene E. coli DE3-RIL ce contin
copii suplimentare ale codonilor pentru aminoacizii arginina, izoleucind si leucind, asigurand
astfel expresia corespunzatoare a antigenului HBe, ce are o secventd bogatd in arginina.
Celulele DE3-RIL au fost supuse transformarii cu plasmidul pET-24a-HBe si ulterior au fost
inoculate in mediu LB suplimentat cu kanamicina (50 pg/mL). La 3 h post-inocul a fost indusa
expresia de protein prin adaugare de IPTG (1 uM). Timpul optim de inductie a fost testat prin
prelevare de probe la 1, 2, 3 si 4 h post-inductie si cuantificarea nivelului de proteina prin
separare via SDS-PAGE si Comassie Blue Staining. S-a observat aparitia unei benzi proteice,

corespunzatoare masei HBeAg, care creste in intensitate la 4 h post-inductie (Figura 9).
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Figura 9 Verificarea expresiei de HBeAg in sistem de expresie procariot, in absenta agentului inductor (-IPTG)
silal,2,3,s4 hpost-inductie, (+) IPTG), prin Comassie Blue Staining.
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Celulele au fost apoi recoltate prin centrifugare si lizate in buffer adaptat purificarii proteinelor
pe rasina Ni-NTA (20 mM imidazole, 500 mM Nacl, 20 mM HEPES, pH = 8) suplimentat cu
10% Triton-X, 0.1% PMSF, lizozima (0.1 mg/mL), DTT (2 uM), si cocktail inhibitori proteaze
(1X). Proteina HBe a fost purificatd prin cromatografie de afinitate cu rasind Ni-NTA
Sepharose si eluata cu buffer de elutie ce contine 500 mM imidazol. Fractia eluata a fost apoi
analizatd prin SDS-PAGE si Comassie Blue Staining, observandu-se o imbunatatire

semnificativa a puritatii acesteia (proba ,,oound”) (Figura 10).
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Figura 10 Verificare purificare HBeAg prin cromatografie de afinitate folosind rasind de Ni-NTA Sepharose.
Probele au fost diluate de 2X si 4X pentru a verifica capacitatea de legare a rasinei pentru proteina.

Pentru a stabili fara dubiu identitatea proteinei purificate, capacitatea de legare a unui anticorp
specific, comercial, anti-HBeAg, a fost testata prin ELISA, care a confirmat ca antigenul
obtinut este recunoscut de anticorpul anti-HBe. Probele obtinute post-purificare au fost
cuantificate folosind o curba etalon realizatd cu HBeAg pur, comercial, pentru a determina
cantitatea de antigen obtinuta. Astfel, s-a estimat obtinerea unei cantitati de 1,2 mg/mL HBeAg
cu o puritate de ~80%. La data redactarii acestui raport, se realizeaza 0 a doua etapa de
purificare prin cromatografie de excludere moleculara, pentru a ajunge la un nivel de puritate

potrivit pentru optimizarea senzorului proteic, urméand ca antigenul sa fie transmis partenerilor



UNIVERSITATEA ,,ALEXANDRU I0AN CUZA*“ din IASI PER LIBERTATEM AD VERITATEM

www.uaic.ro

pentru analize. Mentionam ca producerea cu succes a HBeAg in sistem procariot, ca proteina

solubila, functionala este un rezultat in premiera care deschide calea pentru stabilirea unei

platforme rentabile de productie a acestui antigen la costuri reduse.

HBeAg a fost, de asemenea, produs in celule mamaliene; la data redactarii raportului se

testeaza capacitatea de expresie a antigenului in celule HEK293T aderente, dupa care se va

trece la productia de HBeAg in celule Expi293 in suspensie, pentru purificare folosindu-se

protocolalele de lucru deja optimizate.
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