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succintd (2-3 paragrafe) a rezultatelor obtinute in cadrul proiectului, rezultate ce urmeaza a fi
diseminate de Autoritatea Contractantd in materiale de promovare a rezultatelor obtinute in
cadrul programelor de finantare. Mentionam cd acest text trebuie sa fie pe intelesul publicului.

Prezentarea trebuie sa fie insotita de 2-4 poze reprezentative pentru proiect (format
JPG).

Acestea trebuie sa se regaseasca si pe pagina web a proiectului.



Virusul Hepatic B (VHB) ramane o problema majora de sanatate publica, cauzénd
moartea a peste 800.000 de pacienti in fiecare an, la nivel global. Se estimeaza ca aproximativ
3,5% din populatia lumii este infectata cronic cu VHB, peste 40% dezvoltand boli hepatice
severe, precum ciroza hepatica si cancer hepatocelular.

Una dintre prioritatile Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) este eradicarea hepatitei
virale pana in 2030, sau cel putin limitarea drastica a acestor infectii. Pentru indeplinirea acestui
deziderat major trebuie insa crescuta semnificativ capacitatea de diagnostic (majoritatea acestor
infectii raméan azi nedepistate), imbunatatit accesul la tratament si marita acoperirea vaccinala,
n special in zonele endemice.

Pentru cresterea numarului de pacienti diagnosticati este nevoie de metode sensibile,
reproductibile, usor de manipulat fara sa necesite personal medical de Tnalta calificare,
aplicabile la scala larga. Tn acest context, obiectivul principal al acestui proiect a fost sa
dezvoltam un nanosenzor proteic portabil util pentru detectia senzitiva si selectiva a HBeAg

prin intermediul interactiunilor selective dintre antigenii HBV si anticorpi anti-HBe.
Purificarea HBeAg prin cromatografie de afinitate pe Ni-NTA Sepharose

Kda N(2x) E (2x) N (4x) E(4x)

HBeAg

15 (17 kDa)

N, proba nelegata ; E, proba eluata; X, factor dilutie

Abordarea experimentala implementata pentru obiectivul urmarit, are la baza analiza
interactiunilor dintre nanoporul proteic si HBeAg care pot fi cuantificate prin intermediul
evenimentelor distincte de blocare a curentului ionic mediat de nanopor in conditiile aplicarii
unui camp electric transmembranar optim. Pentru a imbunatati gradul de senzitivitate a
nanosenzorului proteic prin cresterea specificitatii tintei HBeAg, am explorat interactiunile
specifice dintre nanopor si anticorpi anti-HBeAg. Dupa adaugarea in solutia electrofiziologica

a anticorpilor specifici anti-HBeAg, s-au format complexele ne-covalente HBeAg/anti-HBeAg



si interactiunea acestora cu nanoporul proteic a fost monitorizata prin intermediul modificarilor
de amplitudine si durata a evenimentelor de blocare a curentului ionic mediat de nanopor
(evenimente inregistrate initial ca urmare a interactiunii nanoporului fie cu HBeAg fie cu anti-
HBeAg), in functie de caracteristicile fizice distincte (volum, sarcina electrica, mobilitate) ale
dimerilor HBeAg/anti-HBeAg. Analiza statistica a unor astfel de evenimente asociate cu
interactiunea dintre nanoporul proteic si complexele HBeAg/anti-HBeAg, a fost utila in
identificarea cantitativa a prezentei HBeAg din solutia electrolitica. Tn concluzie, am
intentionat sa obtinem un grad mare de senzitivitate si selectivitate a tehnicii de detectie
propuse, demonstrand aplicabilitatea nanosenzorului proteic pentru probe reale si sa
punem astfel bazele dezvoltairii unui biosenzor portabil utilizand nanopori proteici stabili.

Proiectul a fost construit pe baza urmatoarelor obiective: (O1) Studiul la nivel de singura
molecula al interactiunilor dintre HBeAg si anticorpul acestuia, anti-HBeAg, cu ajutorul
nanoporului de a-HL; (O2) Demonstrarea fezabilitarii discriminarii in timp real a amprentei
specifice a moleculelor de HBeAg, utilizand tehnici la nivel de singura-molecula de detectie
stocastica a dimerului HBeAg/anti-HBeAg cu ajutorul nanoporului de a-HL; (O3) 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.

Rezultatul principal asteptat al acestui proiect a fost obtinerea unui nanosenzor
functional la nivelul TRL3 (demonstrator experimental in laborator), capabil sa detecteze
un antigen relevant din punct de vedere clinic prin utilizarea tehnologiei de detectare stocastica
a nanoporilor. Dincolo de demonstrarea functionalitatii de baza a unui astfel de nano-biosenzor
nou si asa cum este descris n cele ce urmeaza, acest proiect si-a propus sa valorifice constatarile
noastre si sa le aduca la nivelul urmator (TRL3), in care am incercat si demonstram si sa
validiam un dispozitiv portabil integrat care sa permita detectarea HBeAg intr-o varietate
de probe biologice din lumea reala in cantitati mici (~ 10 - 10° grame) si in dispozitive
cu volume din domeniul picolitrilor. De asemenea, o alta aplicatie care rezulta din concluziile
proiectului au vizat interactiunile virusului SARS-CoV-2 si anticorpii lor specifici (ex.
anticorpul SARS-CoV-2 spike).

Proiectul a fost structurat in trei etape astfel incat sa se poata atinge si indeplini

obiectivele enuntate mai sus.

In prima etapa (2 luni) ne-am propus urmitoarele activititi care fac parte din Ox:



A 1.1 Selectia anticorpului, anti-HBeAg, pentru dezvoltarea imunosenzorului (partea I)

A 1.2 Optimizarea protocoalelor experimentale aplicate in implementarea tehnicilor de
electrofiziologie moleculara utilizand nanoporul de a-HL, in vederea deslusirii mecanismului

de capturare de catre porul de a-HL a moleculelor HBeAg si anti-HbeAg (partea I)

Tn aceasta prima etapa s-a studiat literatura relevanta in care a fost prezentata activitatea
mai multor anticorpi si a inceput achizitionarea unuia dintre anticorpii disponibili comercial in
vederea dezvoltarii imunosenzorului. De asemenea, s-au ajustat parametrii experimentali pentru
experimentele de electrofiziologie. S-au determinat conditiile optime de interactiune ale porului
proteic de a-HL cu bistratul lipidic astfel incat sa se obtina un complex por proteic — bistrat
lipidic stabil pentru studierea interactiunii dintre acesta si moleculele de interes. Pana la
obtinerea antigenului HbeAg, am studiat interactiunea unui alt antigen — componenta proteica
S: din SARS-CoV-2 — cu porul de a-HL,cu membrana lipidica reconstituitd si interactiunea
acestuia cu anticorpul lui specific. Desi legarea SARS-CoV-2 de receptorii ACE2 este
principala etapa care mediaza infectia celulei gazda cu acest virus, am observat si demonstrat
proprietatile functionale ale proteinei Spike S1 care poate interactiona cu membranele lipidice
neutre reconstituite si celule epiteliale pulmonare, fara a fi necesara prezenta receptorilor, prin

declansarea formarii cailor de permeatie si trecerea ionilor prin acestea (Figura 1).
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Figura 1. Reprezentarea schematicd a interactiunii componentei proteice S; din SARS-CoV-2 cu membrana

lipidica. Aceasta se adsoarbe in membrana, fard a necesita prezenta unui receptor specific, si formeaza cai de
permeatie pentru ioni. (Asandei, A.; etal. ACS APPLIED MATERIALS & INTERFACES, 2020, 12(50), 55649-
55658).

Aceastd observatie a fost facuta in urma experimentelor in care am utilizat porul de o-
HL inserat intr-o membrana lipidica iar la adaugarea proteinei Spike S: solubilizata, aceasta a

avut afinitate mai mare pentru bistratul lipidic decat pentru porul proteic (Figura 2).
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Figura 2. Destabilizarea mecanica indusa de subunitatea SARS CoV-2 S; (S1) si permeabilizarea ulterioard a unei
membrane fosfolipidice neutre care contine un singur nanopor a-HL. Inregistrare reprezentativa masurata la AV =
- 200 mV si AV =- 50 mV, arata modificarile curentului ionic printr-o membrana lipidica care contine un singur
nanopor o-HL, la addugarea pe partea cis a subunitatii SARS CoV-2 S; (S1)) (80 nM). Picurile orientate 1n jos,
vazute mai bine la AV = - 50 mV, reprezinta activitatea electricd suplimentard a subunitatii SARS CoV-2 S;
suprapusa curentului ionic ce trece prin nanoporul deschis. (Asandei, A.; etal. ACS APPLIED MATERIALS &
INTERFACES, 2020, 12(50), 55649-55658)

Spre deosebire de sistemul de membrana lipidicd suprasimplificata folosit aici, celulele
umane poseda o bogatd diversitate compozitionald si chimica a lipidelor membranare; totusi, in
virtutea asimetriei lor si a capacitatii demonstrate de a modula functia proteinelor, este posibil
ca aceste membrane sa reprezinte un model bun de studiu al proceselor de infectie virala in
vitro. Semnificatia fiziologica a descoperirilor noastre care dezvaluie comportamentul
membranei lipidice in prezenta subunitatilor libere SARS-CoV-2 spike S este inca discutabila
pentru infectia cu SARS-CoV-2. Avand Tn vedere existenta unui Situs de clivaj pentru furina
intre subunitatile S1 si S» ale proteinei S a SARS-Cov-2, si disocierea subunitatii S1 care
pregateste spike-ul pentru infectie, observatiile noastre devin relevante pentru patogeneza
observata Tn timpul dezvoltarii Covid-19. Astfel, circulatia libera a subunitatii S1 urmata de
interactia cu diferite membrane celulare, la distanta mare de locul initial al infectiei ar putea

explica o parte din consecintele patologice severe ale infectiei cu SARS-CoV-2.

De asemenea, am aratat ca anticorpii monoclonali care se leagd de proteinele SARS-
CoV-2 spike S; produc o diminuare a activitatii in membrana a antigenului, dezvaluind
oportunitati atat pentru detectarea proteinei SARS-CoV-2 spike Si, cat si noi perspective in
potentialul terapeutic al infectiei SARS-CoV-2 din fazele timpurii de atasare la celulele tinta

(Figura 3).
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Figura 3. Activitatea in membrana a subunitatii SARS CoV-2 S; (S1) este inhibatd in urma interactiunii cu un
anticorp monoclonal (anticorp S;). (a) Addugarea subunitatii S; [40 nM] in compartimentul trans genereazi
fluctuatii ale curentului ionic de-a lungul unei membrane lipidice plane, la un potential transmembranar aplicat de
AV = + 180 mV. intr-o inregistrare din timpul aceluiasi experiment, adiugarea ulterioara a anticorpului
monoclonal al subunitatii SARS CoV-2 S1 (anticorp Si) in rapoarte molare de 1:1 (b), 1:2 (c) si respectiv 1:4 (d)
tot de partea trans a membranei, diminueaza activitatea membranard a subunitatii S;. Pentru 0 mai buna
reprezentare, astfel de transformari sunt vizibile si in histogramele de amplitudine afisate impreuna cu inregistrarile
madrite selectate, in panourile de mai jos (e) (40 nM S1), f (anticorp S; — Sy / 1:2) si g (anticorp S1 — S1 / 1:4)
(Asandei, A.; etal. ACS APPLIED MATERIALS & INTERFACES, 2020, 12(50), 55649-55658).

Avand in vedere complexitatea ridicata a unei probe din viata reala si pentru un scop
similar de detectare a proteinelor virale, paradigma de lucru exploratd aici poate fi imbunatatita
prin utilizarea fie a porilor mutanti fie a porilor solizi astfel incét sa poatd fi aplicatd pe scara
larga in procesul de izolare si identificare a cator mai multi antigeni.

Aceste experimente, au pregatit conditiile experimentale pentru realizarea etapei a doua

si a treia a acestui proiect.

Tn etapa a doua (12 luni) si a treia (4 luni) s-a urmdrit realizarea urmitoarelor activitati

care fac parte din Oy, Oz, Oa.

A 1.1 Selectia anticorpului, anti-HBeAg, pentru dezvoltarea imunosenzorului (partea a
11-a).

A 1.2 Optimizarea protocoalelor experimentale aplicate in implementarea tehnicilor de
electrofiziologie moleculara utilizind nanoporul de a-HL, in vederea deslusirii mecanismului

de capturare de catre porul de a-HL a moleculelor HBeAg si anti-HBeAg (partea a I1-a).



A 1.3 Monitorizarea frecventei si a duratei blocajelor de curent cauzate de interactiunile
moleculelor HBeAg si anti-HBeAg cu nanoporul de a-HL si determinarea constantelor de
reactie ce descriu cinetica de interactiune in conditiile variatiei controlate a parametrilor de pH,

temperatura si tarie ionica.

A 1.4 Stabilirea conditiilor optime (pH, tarie ionica, diferenta de potential aplicatd) care
sd favorizeze interactiunea complexului molecular HBeAg/anti-HBeAg cu nanoporul de a-HL,
in vederea prelungirii timpul de rezidenta al complexului molecular HBeAg/anti-HBeAg in
interiorul nanoporului, si care sa conduca la identificarea unui model distinctiv, specific

interactiunii complexului antigen-anticorp cu a-HL.

A 2.1 Producerea si purificarea de molecule HBeAg in celule HEK (celulele rinichiului

embrionar uman).

A 2.2 Caracterizarea cinetica si termodinamica a interactiunilor uni-moleculare dintre

complexul HBeAg/anti-HBeAg si nanoporul a-HL.

A 2.3 Analiza cantitativa a procesului stocastic de detectie a HBeAg in prezenta serului
si a altor impuritdti proteice (i.e., un anticorp nespecific). Evaluarea selectivitatii

nanosenzorului pentru HBeAg.

A 2.4 Trasarea curbei de titrare specifice prezentei moleculelor de HBeAg pentru
determinarea concentratiei de HBeAg In urma evaluarii interactiunilor dintre HBeAg/anti-

HBeAg cu porul proteic de a-HL. Comparatie cu tehnicile macroscopice validate.

A 3.1 Imbunititirea pragului de sensibilitate a detectiei moleculelor de HBeAg prin
cresterea ratei de capturare a complexului HBeAg/anti-HBeAg de catre nanoporul de a-HL,

utilizand fortele electroosmotice si electroforetice.

A 3.2 Dezvoltarea de algoritmi pentru corelarea automata a caracteristicilor specifice

interactiunilor a-HL — HBeAg/anti-HBeAg cu valorile concentratiilor de HBeAg.

A 3.3 Studierea detectieci HBeAg prin intermediul unui sistem bazat pe nanopori,
portabil, cu raport zgomot/semnal redus si stabilitate ridicatda. Comparatie criticad cu alte

tehnologii existente.



A 3.5 Redactarea unui protocol detaliat si depunerea cererii de brevet pentru detectia

HBeAg utilizdnd tehnologia bazata pe nanopori.

Dupé achizitionarea unuia dintre anticorpii disponibili comercial (Native Antigen
Company, UK), s-a determinat capacitatea de legare atait a HBeAg pur, obtinut din surse
comerciale (ORIGENE, #BIN049), cat si a celui secretat in mediul de cultura, in urma infectiei
celulelor HepG2-NTCP cu virusul hepatic B (VHB).

Pentru ELISA, o0 placa de 96 godeuri a fost cotatad 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 spalatd cu PBS
suplimentat cu 0.1% Tween-20 (PBS-T) si blocata in lapte 10% timp de 1 h, urménd 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 addugare de TMB, reactia fiind stopata
la 30 min prin adaugarea de H>SO4, 1N. Semnalul a fost cuantificat spectrofotometric, citirea
facandu-se la 450 nm.

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

partenerilor din UAIC pentru optimizarea nanosenzorului.

Dupa obtinerea antigenului HBeAg am inceput studiul la nivel de singura 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 HBeAg — Ab(HBe), 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 HBeAg
si Ab(HBe) de catre nanopor; (ii) optimizarea parametrilor si conditiilor care favorizeaza

interactiunea complexului molecular HBeAg/anti-HBeAg cu nanoporul de a-HL; (iii) cresterea

.....



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

de catre interactiunea acestora cu nanoporul proteic de a-HL.
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Figura 4 Amprenta specificd a interactiunii a 65 nM Ab(HBe) addugate in partea Cis cu nanoporul de o-HL: a)
curentul ionic nregistrat prin porul liber, b) fluctuatiile de curent ionic induse de interactiunea moleculelor de
Ab(HBe) cu nanoporul proteic, c) reprezentare schematica 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 KCI, cu un buffer de 10 mM HEPES. Bistratul lipidic care desparte cele doua 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 proteina
n partea cis a bistratului lipidic.

In momentul inserarii nanoporului in membrana lipidica si aplicarea unei diferente de
potential se observa aparitia unui curent ionic, relativ constant (Figura 4, panel a), iar dupa
adaugarea moleculelor de Ab(HBe) intr-o concentratie de 65 nM, in partea cis a membranei in
care este inserat nanoporul (Figura 4, panel c), se pot observa fluctuatii in curentul ionic
inregistrat (Figura 4, panel b). Acestre fluctuatii de curent ionic sunt o consecinta directd a
interactiunii moleculelor de Ab(HBe) cu nanoporul proteic. Toate inregistrarile de curent ionic
au fost efectuate cu o frecventd de achizitie de 50 kHz, filtrate la o frecventd 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 4: ton — timpul dintre doua evenimente
succesive, de capturare de catre por a moleculelor (panel b) si Torr — timpul de rezidenta a
moleculei in interiorul nanoporului (panel d). Analiza acestor parametri, in valorile lor medii,

ne-au oferit informatii despre cinetica de interactiune specifica pentru Ab(HBe) cu nanoporul.
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Ulterior, pentru optimizarea conditiilor de capturare a moleculelor de Ab(HBe) am
modificat diferenta de potential aplicata asupra sistemului lipo-proteic. Forta electroforetica
generata de diferenta de potential aplicatd reprezinta unul din factorii determinanti ai directiei,
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 in
intervalul [150; 200] mV, a condus la generarea unor fluctuatii de curent ionic din ce in ce mai

frecvente (Figura 5, panelurile a-d).
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Figura 5 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, c¢) 190 mV and d) 200 mV.

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

Ab(HBe) de catre nanoporul proteic (ton, Figura 6, panel a), cat si a timpilor medii de rezidenta
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Figura 6 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.

a moleculelor de Ab(HBe) in interiorul acestuia (torr Figura 6, panel b) reflecta cinetica de

interactiune specifica pentru anticorp.
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Cresterea diferentei de potential si implicit a fortei electroforetice duce la scidderea
timpului mediu dintre evenimente de interactiune succesive, ceea ce inseamna cresterea ratei
de capturare a moleculelor de catre nanopor. Pe de alta parte, timpul mediu de rezidentd a
moleculei 1n interiorul nanoporului creste cu diferenta de potential aplicata, lucru care reflecta
ca moleculele de Ab(HBe) nu transloca in partea trans a nanoporului.

Scopul principal al acestui proiect a fost detectia prezentei antigenului HBeAg cu
ajutorul unui nanopor proteic de a-HL, de aceea, pentru optimizarea conditiilor de detectie
am continuat seria experimentelor folosind mai intai antigen HBeAg comercial. Pe scurt, s-a
obtinut membrana lipidica, s-a adaugat in compartimentul cis proteina in forma monomerica de
a-HL si dupa inserarea unui por heptameric stabil in bistratul lipidic s-a adaugat antigenul
HBeAg Tn concentratie de 75 nM (Figura 7).

a) b) C)
75 nM Ag(HBe)*
400 4001 . - 400
300 300
< <
S 200/ 5200
100/ 100
01 o) 0
1E-7 1E-5 0.001 0.1

counts #

Figura 7 Inregistrari ale fluctuatiilor de curent ionic induse de adaugarea in partea Cis a 75 nM HBeAg, a) la un
potential transmembranare: de 180 mV, b) semnalul specific dat de interactiunea dintre porul proteic si moleculele
de antigen, ¢) Histograma de amplitudine ce corespunde amprentei specifice antigenului HBeAg.

Rezultatele analizei timpilor de rezidenta si a timpilor dintre doud evenimente succesive,
parametri ce descriu cinetica de interactiune specifica dintre por si moleculele de antigen, arata
ca timpul mediu dintre doua evenimente succesive scade cu cresterea potentialului aplicat
(creste rata de asociere) iar timpul mediu de rezidenta creste cu diferenta de potential ceea ce
sugereaza ca moleculele de antigen au volumul prea mare pentru a depasi zona de constrictie a
porului si a suferi procesul de translocare (scade rata de disociere o data cu potentialul) (Figura

8).
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| > 75 nM Ag(HBe)* 1.2x107, 75 nM Ag(HBe)*
501
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Figura 8 Analiza cantitativa a fluctuatiilor de curent ionic generate de 75 nM HBeAg (comercial) la interactiunea
cu porul de a-HLin functie de diferenta de potential aplicata: a) ton — timpul mediu dintre evenimente succesive
(triunghiuri verzi orietate spre dreapta) si b) torr — timpul de rezidentda al moleculelor in interiorul
nanoporului(triunghiuri portocalii orietate spre stanga).

Dupa discriminarea amprentei specifice a anticorpului, s-a trecut la testarea conditiilor
experimentale optime pentru obtinerea detectiei eficiente a antigenului, HBeAg. Astfel, s-au
testat mai multe modalitati de formare a complexului molecular anticorp-antigen (HBe(Ab) cu
HBeAg (comercial)), in conditii diferite de incubare si in mai multe raporturi molare. In special,
experimentele au vizat identificarea modului cel mai eficient de detectie: (i) incubarea
moleculelor de interes pentru aproximativ doud ore la o temperatura de 37°C Tnainte de
inceperea experimentelor si (ii) addugarea succesiva a moleculelor in dispozitivul molecular,
fard incubare. Inregistrarile fluctuatiilor de curent ionic date in cele doud cazuri sunt
reprezentate in Figura 9, panelurile a si b, precum si inregistrari corespunzatoare ale unui alt
parametru modificat, si anume, raportul molar dintre cele doud componente ale complexului

(panel c).
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Figura 9 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, Tn raport molar de 1:2 (panel c si ). Histogramele de amplitudine ce corespund fiecarui 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).

Apoi, am urmarit modificari subtile in amprenta complexului molecular HBe(Ab)-
HBeAg in urma interactiunii acestuia cu nanoporul de o-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 preparare a probelor arata acelasi semnal specific
complexului care este total diferit de cel obtinut cand cele doua componente ale complexului
au fost adaugate si analizate separat.

O analizd mai amanuntitd asupra modului in care raportul molar dintre cele doua
componente ale complexului molecular HBe(Ab):HBeAg influenteaza 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 10,

panelurile a-d).
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Figura 10 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 c 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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Figura 11 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 diferenta de potential de 190 mV si reprezentate in scald logaritmica.

Conform 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 ionic) original inregistrat cu semnalul filtrat cu ajutorul unui filtru de tip low-pass Bessel,
fixat la 7000 Hz si reprezentat pe scald logaritmica pentru o mai buna vizualizarea a
modificarilor urmarite in semnal (Figura 11).

In concluzie, protocoalele experimentale propuse, analiza statisticd cantitativi a

parametrilor specifici moleculei anticorp AbHBe si a complexului molecular anticorp-antigen
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AbHBe-HBeAg a permis optimizarea detectiei antigenului si stabilitea parametrilor optimi ce

trebuie avuti In vedere pentru dezvoltatea nanoplatformei stabile si portabile.

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

eucariote (i.e glicozilare) (Figura 12).

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 12 Secventa HBeAg.

Astfel, teoretic, existd sansa producerii unei proteine functionale si In sistem procariot,
mult mai usor de manipulat si cu randamente crescute de sintezd 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
directionatd. Insertia secventei ce codificdi HBeAg a fost verificata prin migrare in gel de

agaroza (Figura 13) si confirmata prin secventierea ADN a plasmidelor codificatoare.
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pCi-HBe pET-24a-HBe

Figura 13 Screening insertie secventa HBeAg in plasmide pentru expresie in celule mamaliene (pCi) (panel A) si
bacterii (pET-24a) (panel B).

Pentru expresia in sistem procariot, s-au folosit celule bacteriene E. coli DE3-RIL ce
contin copii suplimentare ale codonilor pentru aminoacizii arginind, izoleucind si leucina,
asigurand astfel expresia corespunzatoare a antigenului HBe, ce are o secventd bogatd in
arginind. 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 pM). Timpul optim de inductie a fost testat
prin prelevare de probe la 1, 2, 3 si 4 h post-inductie si cuantificarea nivelului de proteind 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 14).

(1) IPTG (+) IPTG

kDa 1h 2h  3h 4h

HBeAg

= (17kDa)

Figura 14 Verificarea expresiei de HBeAg in sistem de expresie procariot, in absenta agentului inductor (-IPTG)
silal,2,3,s4hpost-inductie, (+) IPTG), prin Comassie Blue Staining.

Celulele au fost apoi recoltate prin centrifugare si lizate in buffer adaptat purificarii
proteinelor pe rasind Ni-NTA (20 mM imidazole, 500 mM Nacl, 20 mM HEPES, pH = 8)
suplimentat cu 10% Triton-X, 0.1% PMSEF, lizozima (0.1 mg/mL), DTT (2 uM), si cocktail
inhibitori proteaze (1X). Proteina HBe a fost purificata prin cromatografie de afinitate cu ragina

Ni-NTA Sepharose si eluatd cu buffer de elutie ce contine 500 mM imidazol. Fractia eluata a
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fost apoi analizata prin SDS-PAGE si Comassie Blue Staining, observandu-se o Tmbunatatire

semnificativa a puritatii acesteia (proba ,,bound”) (Figura 15).

2X dilution 4X dilution

>
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Figura 15 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 realizata cu HBeAg pur, comercial, pentru a determina
cantitatea de antigen obtinutd. Astfel, s-a estimat obtinerea unei cantitati de 1,2 mg/mL HBeAg
cu o puritate de ~80%. S-a realizat o a doua etapa de purificare prin cromatografie de excludere
moleculard, pentru a ajunge la un nivel de puritate potrivit pentru optimizarea senzorului
proteic. Mentionam ca producerea cu succes a HBeAg in sistem procariot, ca proteina

solubili, functionali este un rezultat in premiera care deschide calea pentru stabilirea

unei platforme rentabile de productie a acestui antigen la costuri reduse.

Producerea HBeAg a fost, de asemenea, testata in celule mamaliene (HEK). Tn ciuda
incercarilor de optimizare, nivelul de productie a proteinei virale a ramas foarte redus,
concluzionandu-se ca purificarea antigenului viral Tn acest sistem nu este fezabila.

Din acest motiv si bazat pe rezultatele foarte bune ale expresiei in sistem procariot,
coroborate cu datele experimentale care confirma ca HBeAg obtinut in acest sistem este perfect

functional, Tn ultima etapa a proiectului ne-am concentrat pe optimizarea metodei de purificare.
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Dupa trecerea HBeAg pe o rasina Ni-NTA Sepharose in sistem ,,batch”, proteina eluata
cu imidazol (vide supra) a fost supusa unei etape suplimentare de purificare, prin cromatografie
de excludere moleculara pe coloana HiLoad Superdex 16/200. Asa cum se observa in profilul
cromatografic din figura 16, dupa testarea fractiilor prin ELISA pentru cuantificarea HBeAg,
cea mai mare parte a proteinei precipita in coloana, fiind eluata la volume foarte mari de elutie,
in ciuda dimensiunii mici. Astfel, aceastd metoda nu este potriviti pentru purificarea
HBeAg.
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Figura 16 Profilul cromatografic de excludere moleculara pe coloana HiLoad Superdex 16/200. Proteina precipita
in coloana, fiind eluatd la volume foarte mari de elutie.

Pentru a Tmbunatati puritatea antigenului, s-a optat pentru repetarea cromatografiei de
afinitate, dar pe coloana HisTrap Hpl ml, care poate fi cuplata la un sistem FPLC, astfel
presiunea si fluxul probei in timpul procedurii pot fi controlate automat. Elutia antigenului de
pe coloana s-a realizat cu o solutie 20 mM Imidazole, 500 mM NaCl, 20 mM Tris HCI, pH 7,
ca si in cazul procedeului in ,,batch”.

Purificarea HBeAg folosind acest sistem s-a dovedit eficienta, rezultand 4 fractii
pozitive pentru antigen (Figura 17), care au fost concentrate pe Amicon 10 KDa si reluate in
PBS. Cuantificarea antigenului s-a realizat prin ELISA, folosind o curba standard de antigen
pur comercial. Puritatea a fost estimata la ~85% si o productie de ~1,2 mg proteina/ ml cultura

bacteriana. Antigenul a fost transferat UAIC pentru analize.
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Figura 17 Profilul cromatografic de afinitate, pe coloana HisTrap Hp1 ml cuplata la un sistem FPLC. Au rezultat
4 fractii pozitive pentru antigen care au fost concentrate pe Amicon 10 Kda.

Obtinerea HBeAg 1n sistem procariot, ca proteina solubila, functionala este un rezultat
n premiera care deschide calea pentru stabilirea unei platforme rentabile de productie a acestui

antigen, Tn cantitati nelimitate, la costuri reduse, astfel,_scopul obtinerii unui antigen HBe

functional pentru teste de optimizare a nanoporului fiind Tndeplinit.

Cu antigenul astfel obtinut am repetat experimentele prezentate mai sus, singura
diferenta fiind ca antigenul utilizat a provenit din experimentele desfasurate in cadrul
proiectului

Pe scurt am realizat o curba doza — raspuns pentru antigen si am observat ca o data cu
cresterea concentratiei de antigen, timpul de asociere a antigenului cu porul de a-HL scade iar

timpul de rezidenta in por raméne constant (Figura 18 si Figura 19)

50 nM Ag(HBe) bz 100 nM Ag(HBe) Cl 150 nM Ag(HBe)

Ss

Figura 18 Inregistrari ale fluctuatiilor de curent ionic induse de interactiunea HBeAg cu porul proteic care a fost adaugat
n partea cis a porului in concentratie de: a) 50 nM HBeAg, b) 100 nM HBeAg si ¢) 150 nM HBeAg la un potential
transmembranar de 180 mV.
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Figura 19 Analiza cantitativa a fluctuatiilor de curent ionic generate la diferite concentratii de HBeAg (purificat)
la o diferenta de potential aplicata de 180 mV: a) ton — timpul mediu dintre evenimente succesive (triunghiuri
albastre orietate Tn sus) si b) torr — timpul de rezidentd al moleculelor in interiorul nanoporului (triunghiuri mov
orietate n jos).

O observatie importantd Tn urma acestor experimente a fost cd amprenta specifica
antigenului fie ca a fost din surse comerciale (ORIGENE, #BIN049) fie ca a fost purificat prin
metoda descrisa mai sus (procedeu inovativ propus si utilizat pentru prima data Tn acest proiect)
este aceeasi. Mai mult, valorile obtinute pentru o singura concentratie in cazul antigenului

achizitionat de la (ORIGENE, #BIN049) s-au incadrat intre valorile obtinute in cazul

antigenului purificat prin metoda propusa in acest proiect (Figura 20).
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Figura 20. Analiza cantitativd a fluctuatiilor de curent ionic generate pentru realizarea curbei dozd — raspuns
obtinuta pentru antigenut purificat in care s-au inserat valorile obtinute pentru antigenul comercial (triunghiul gol)
la o diferentd de potential aplicatd de 180 mV: a) ton — timpul mediu dintre evenimente succesive (triunghiuri
albastre orietate In sus) si b) torr — timpul de rezidentd al moleculelor in interiorul nanoporului (triunghiuri mov
orietate n jos).

Am continuat experimentele pentru a vedea daca are loc interactiunea dintre antigen si
anticorpul specific. Rezultatele au confirmat prezenta antigenului prin formarea complexului
antigen — anticorp cu aceeasi amprenta pe care am obtinut-0 cand am utilizat antigen comercial.
Experimentele au fost realizate in aceleasi conditii, care au fost enuntate mai sus, iar rezultatele

obtinute sunt reprezentate in Figurile 21 si 22.
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Figura 21 Fluctuatiile de curent ionic (a), amprenta specifica pentru complex (b, c) si histograma de amplitudine
specifica amestecului moleculelor Ag(HBe)-Ab(HBe) neincubat in raport de concentratie molard de: 1:1.
Inregistrarile si histograma reprezentate au fost efectuate la un potential transmembranar de 180 mV, analitii fiind
adaugati in partea cis a membranei.
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Figura 22 Fluctuatiile de curent ionic (a), amprenta specifica pentru complex (b, ¢) si histograma de amplitudine
specifica amestecului moleculelor Ag(HBe)-Ab(HBe) incubat in raport de concentratic molard de: 1:2.
Inregistrarile si histograma reprezentate au fost efectuate la un potential transmembranar de 180 mV.

Ceea ce ne-am propus a fost sa reusim sa detectam antigenul HBe, produs in urma
infectiei cu VHB din probele biologice. Un prim rezultat I-am obtinut folosind mediul de cultura
provenit de la celule infectate cu VHB in laborator. Acesta este mediu DMEM (Thermo Fischer
Scientific) suplimentat cu amino acizi esentiali (1%) si ser fetal bovin (10%). Mediul mai
contine si alte peptide sau fragmente proteice secretate de celule, pe l1anga antigenul HBe si

proteinele de anvelopa virale secretate in urma infectiei fiziologice (Figura 23).
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Figura 23. Inregistrarea fluctuatiilor de curent care apar in prezenta mediului de cultura provenit de la celulele
infectate cu HBV. Din cauza prezentei diferitelor peptide si fragmente proteice, porul se blocheaza, Tngreunand
foarte mult procesul de detectie.
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in urma acestor observatii ne propunem sa folosim probe biologice care in prealabil sa fie
centrifugate, astfel incat fragmentele care nu prezinta interes sa fie eliminate.

Desi sunt necesare optimizari suplimentare pentru a creste debitul, specificitatea
recunoasterii moleculare intr-un mediu biologic complex si sensibilitatea sistemului de
nanopori pentru a-1 apropia de un dispozitiv accesibil, robust, sofisticat, fira instrumente,
care sa permita screening-ul serologic precis, consideram ca principiul functionarii unui
astfel de sistem in laborator (TLR3) a fost demonstrat.

Alte rezultate obtinute in cadrul acestui proiect, care au derivat din experimentele
realizate, desi nu fac parte din obiectivele propuse sunt cele care au vizat interactiunea
unui virus inactivat cu porul proteic. Din aceste experimente avem doui observatii foarte
importante.

1. Nu am observat interactiunea VHB cu porul, in schimb la scurt timp dupa adaugarea

acestuia n sistemul experimental, prezenta virusului duce la destabilizarea membranei

AV =100 mV AV =100 mV

AV =0mV AV =0mV AV=0mV

2. Prin microscopie opticd se observd ca VHB afecteaza curbura membranei si induce
formatiuni membranare fluide, rezultdnd invaginarea tubulara care este compusa din

lipide DOPC, experiment ce confirma rezulatetele obtinute prin electrofiziologie.
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Mentionam ca aceste rezultate au fost amintite in acest raport pentru importanta lor in

intelegerea modului in care virusul hepatitei B actioneaza asupra celulelor.
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Nota:

Pe langd cele mentionate mai sus, raportul final trebuie sd contind si o prezentare
succintd (2-3 paragrafe) a rezultatelor obtinute in cadrul proiectului, rezultate ce urmeaza a fi
diseminate de Autoritatea Contractantd in materiale de promovare a rezultatelor obtinute in
cadrul programelor de finantare. Mentionam ca acest text trebuie sa fie pe intelesul publicului.

Prezentarea trebuie sa fie insotita de 2-4 poze reprezentative pentru proiect (format
JPG).

Acestea trebuie sa se regaseasca si pe pagina web a proiectului.

Virusul Hepatic B (VHB) ramane o problema majord de sandtate publica, cauzand
moartea a peste 800.000 de pacienti in fiecare an, la nivel global. Se estimeaza cd aproximativ
3,5% din populatia lumii este infectata cronic cu VHB, peste 40% dezvoltand boli hepatice
severe, precum ciroza hepatica si cancer hepatocelular. Eradicarea hepatitei virale sau cel putin
limitarea drastica a acestor infectii presupune cresterea semnificativa a capacitatii de diagnostic
(majoritatea acestor infectii raman azi nedepistate), Tmbunatatirea accesului la tratament si
maritd acoperirea vaccinald, in special in zonele endemice. Gasirea unor metode de detectie
sensibile, reproductibile, usor de manipulat fard sd necesite personal medical de inalta
calificare, aplicabile la scara larga ar avea ca rezultat cresterea numarului de pacienti
diagnosticati.

Tn acest context, ne-am propus sa dezvoltim un nanosenzor proteic portabil util pentru
detectia senzitiva si selectiva a HBeAg prin intermediul interactiunilor selective dintre antigenii
HBYV si anticorpi anti-HBe.

Pentru aceasta am utilizat atdt HBeAg pur (comercial) cat si cel rezultat din infectia cu
VHB
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Purificarea HBeAg prin cromatografie de afinitate pe Ni-NTA Sepharose

Kda N(2x) E (2x) N (4x) E(4x)

—
-
- — —an
—
—— HBeAg
. (17 kDa)

N, proba nelegata ; E, proba eluata; X, factor dilutie

Abordarea experimentala are la bazd analiza interactiunilor dintre nanoporul proteic si
complexul format dintre antigenul HBeAg si anticorpul specific anti-HBeAg care pot fi
cuantificate prin intermediul evenimentelor distincte de blocare a curentului ionic mediat de
nanopor in conditiile aplicarii unui camp electric transmembranar optim (monitorizarea
modificarilor de amplitudine si duratd a evenimentelor de blocare a curentului ionic mediat de

nanopor).
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In cadrul acestui proiect, am reusit producerea cu succes a HBeAg in sistem
procariot, ca proteina solubila, functionala, aceasta fiind un rezultat in premiera care

deschide calea pentru stabilirea unei platforme rentabile de productie a acestui antigen la

costuri reduse.

Dupa obtinerea antigenului HBeAg (in house) s-a studiat la nivel de singura molecula
interactiunile dintre HBeAg si anticorpul acestuia, anti-HBeAg, cu ajutorul nanoporului de a-
HL. Tn vederea distingerii amprentei specifice a moleculelor de HBeAg, Ab(HBe) si a
complexului antigen-anticorp HBeAg — Ab(HBe), pentru dezvoltarea platformei portabile si
stabile s-a elaborat un protocol experimental bazat pe urmatoarele rationamente de baza: (i)
analiza si intelegerea mecanismului molecular de capturare a moleculelor de HBeAg si
Ab(HBe) de catre nanopor; (ii) optimizarea parametrilor si conditiilor care favorizeaza

interactiunea complexului molecular HBeAg/anti-HBeAg cu nanoporul de a-HL; (iii) cresterea

.....

Tn urma experimentelor realizate, desi sunt necesare optimiziiri suplimentare pentru
a creste debitul, specificitatea recunoasterii moleculare intr-un mediu biologic complex si
sensibilitatea sistemului de nanopori pentru a-1 apropia de un dispozitiv accesibil, robust,
sofisticat, fara instrumente, care sa permita screening-ul serologic precis, consideram ca

principiul functionarii unui astfel de sistem in laborator (TLR3) a fost demonstrat.
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