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RESUMO

O biossensor baseado no nanoporo unitario formado pela a-hemolisina (a-HL) do Staphylococcus
aureus incorporada em bicamada lipidica plana permite a detec¢do, identificagdo e quantificacdo de
diferentes compostos em meio aquoso. Os ions em meio aquoso podem causar efeitos especificos
conhecidos como efeitos de Hofmeister. De acordo com a sua atuacdo na estrutura da agua, os ions
podem ser classificados como cosmotrépicos e caotropicos. A mudanga da estrutura da agua por sua
vez ¢ capaz de influenciar na solubilidade e estrutura dos co-solutos. Entdo, a composi¢do i6nica da
solugdo pode alterar a interagdo das moléculas solubilizadas. Este trabalho teve como objetivo
investigar a influéncia de ions monovalentes na interagdo de moléculas unitdrias organicas com
nanoporos protéicos visando o entendimento dos mecanismos moleculares do processo € o aumento da
sensibilidade do sensor. A confec¢do da bicamada lipidica plana e a inser¢cdo do nanoporo unitario na
membrana, bem como os registros de correntes iOnicas através dos poros foram realizados em
condigdes de fixacdo de voltagem. No estudo da influéncia da concentracao do eletrolito utilizamos as
solucdes de KCl em concentragdes de 1M a 4M. A comparagdo dos efeitos dos anions da familia VIIA
foi feita com sais de potdssio em concentracdo de 4M e os efeitos dos cations da familia IA mais o
NH," foram estudados utilizando sais de cloreto (4M). A ligagdo da molécula unitaria (analito) ao
nanoporo causa um bloqueio caracteristico na corrente idnica que passa através do poro protéico. A
analise desses eventos moleculares (bloqueios) permite determinar as constantes cinéticas da interagao
analito-nanoporo. Estabelecemos que aumentando a concentragdo do KCI na solugdo banhante de 1M
para 4M ocorre um aumento na frequéncia, profundidade de bloqueio e tempo de residéncia do analito
(polietilenoglicol 1294; PEG 1294). Analisando a mudanga da frequéncia dos bloqueios com relagao a
concentracao de KCIl, estabelecemos que a concentracdo do analito detectavel pelo sensor diminui com
o aumento da concentragdo do sal de 1M para 4M cerca de cem vezes, indicando maior sensibilidade
do sensor quando banhado por uma solugdo de KCI 4M. O forte aumento no tempo de residéncia do
analito dentro do nanoporo ocorre devido ao aumento da energia de interacio do complexo
analito/nanoporo. A constante de associacdo do complexo PEG/nanoporo € cerca de cem vezes maior e
a constante de dissociacdo ¢ cerca de cem vezes menor em KCl 4M do que em KCI 1M. Essas
mudancas melhoram a detec¢ao e tornam viavel a detecgdo da molécula unitaria. Encontramos que a
interagdo PEG/nanoporo ¢ dependente de voltagem transmembrana indicando que o polimero nao-
ionico (PEG) atua como uma molécula com carga elétrica em meio aquoso. Foi visto que a solubilidade
do PEG ¢ uma fungdo da concentragdo do sal também. Uma forte correlagdo entre as mudangas das
constantes e a solubilidade do PEG foi estabelecida. Provavelmente, o efeito salting-out € o responsavel
por mudangas estabelecidas na interagao do analito com o nanoporo. Avaliando a influéncia dos ions da
familia IA e VIIA na interagao do complexo PEG/nanoporo observamos que esta ¢ muito dependente
do tipo do sal. A sensibilidade do sensor depende fortemente do tipo de anion da solu¢do banhante ¢ na
solucdo de KF 4M ¢ cerca de dez vezes maior e¢ na solugdo de KI 4M ¢ cerca de dez vezes menor
quando comparada com a solu¢do de KCl 4M. Estabelecemos que os valores das constantes de
formacao do complexo PEG/nanoporo diferem dependendo do tipo do cétion. A solucdo de KCl teve a
maior constante de formacdo, enquanto que, as solu¢cdes de NH4Cl e LiCl tiveram as menores
constantes, portanto, evidencia-se que o tipo de eletrolito influencia em todos os pardmetros da
interagdo do analito com o nanoporo. Por isso, a escolha do eletrolito 6timo ¢ uma etapa importante
para sensores estocasticos baseados em um unico nanoporo.

Palavras-chaves: Nanoporo unitario; Série de Hofmeister; Polietilenoglicol; Salting-out.



ABSTRACT

The biosensor, which is based single nanopore formed by a-hemolysin (a-HL) of Staphylococcus
aureus incorporated in planar lipid bilayer, allows the detection, identification and quantification of
different compounds in aqueous environment. It is known that ions can cause specific effects on the
processes in aqueous environment. According to the change in water structure in the proximity of ions
they can be classified as cosmotropics and chaotropics. Such changes can influence in the solubility
and the structure of co-solutes and, may alter their interaction. The goal of this study was to investigate
the influence of 1:1 salts on the interaction of nonionic polymer with a protein nanopore at single
molecule level aiming to understand the molecular mechanisms of the process and to find conditions
which participate in determination of the biosensor sensitivity. Single protein nanopore was inserted in
planar lipid bilayer and ion current passing through it was measured at voltage clamp conditions. The
influence of electrolyte concentration was examined using solutions with KCI concentrations between
IM and 4M. The comparison of the effects of VIIA anions was made with potassium salts in 4M
concentration and the effects of IA cations plus NH,;" was studied utilizing chloride salts (4M). The
binding of single molecule (analyte) to the nanopore causes a blockage characteristic of ionic current
passing through the nanopore. The analysis of these molecular events (blockage) permits to determine
the kinetic constants of the analyte-nanopore interaction. We have established that the increasing in
KCI concentration results in the increase in frequency, depth of blockage and resident time of analyte
(polyethylene glycol 1294; PEG1294) in nanopore that considerably improve the sensitiveness (about
two orders of magnitude) and the identification ability of the biosensor. The findings are the result of
drastic changes in the association constant of PEG with nanopore (which is about one hundred times
higher in 4M KCIl than in 1M KCIl) and the dissociation constant (which is about one hundred times
smaller in 4M KCl than in 1M KCI). All together make possible the detection of single molecule.
Salting-out effect is, probably, responsible for established changes in PEG/nanopore interaction
because a strong correlation between the changes in the constants and the solubility of PEG was
established. Studying the PEG/nanopore interaction in the presence of IA and VIIA ions a strong
dependence on the type of salt was observed. So, the sensor sensitiveness to PEG was about ten times
larger in KF and in ten times smaller in KI solution than in KCI. Values of the formation constants of
PEG/nanopore complex differ depending on the type ions. So, formation constant had considerably
larger value in KCI than in NH4Cl and LiCl. Thus, it is evident that the type of electrolyte influences in
all parameters of the analyte/nanopore interaction. Therefore, the choice of electrolyte is an important
stage for stochastic sensors.

Keywords: Single nanopore; Hofmeister Serie; Polyethylene glycol; Salting-out.
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1. INTRODUCAO

A identificacdo e a quantificagdo de analitos sdo de importancia fundamental em diversas areas,
das ciéncias bdsicas até aplicacdes tecnoldgicas na medicina diagnostica, industria farmacéutica,
controle de poluentes, industria quimica e biotecnologia, dentre outras. Assim sendo, o
desenvolvimento de novos sensores e biossensores desperta interesse na comunidade cientifica.

Ha diversos estudos visando desenvolver um sensor molecular utilizando nanoporos formados
em diferentes materiais: inorganicos, filmes poliméricos (KING & GOLOVCHENKO, 2005; HENG et
al., 2006) e, claro, nanoporos protéicos formados em bicamadas lipidicas planas (KASIANOWICZ et
al., 2007). Nesta perspectiva, nanoporos aquosos formados pela o-hemolisina do Staphylococcus
aureus (a—HL) servirdo como elementos de reconhecimento para detectar moléculas organicas e
inorganicas em meio aquoso, pois, oferecem condicdes de alteragdes em sua estrutura molecular (uso
de mutantes), possibilitando o seu remodelamento para produzir nanoporos adaptados a detec¢ao de
analitos com caracteristicas fisico-quimicas diversas (MOVILEANU et al., 2009).

A composi¢do i6nica da solucdo que banha o sensor nanoscopico pode alterar a energia de
interagdo do analito com o nanoporo, provavelmente, pelo efeito salting-out (RODRIGUES et al, 2008;
GURNEV et al, 2009). Os efeitos especificos induzidos por ions em diversas condi¢des sdo
conhecidos como os efeitos de Hofmeister. De acordo com a sua atuacdo na estrutura da agua, os ions
da Série de Hofmeister podem ser classificados como: cosmotropicos (aumentam a estruturagdo das
moléculas de dgua ao redor do ion) e caotropicos (diminuem a estruturagdo das moléculas de dgua ao
redor do ion). Apesar dos inumeros estudos desde o seu primeiro relato (HOFMEISTER, 1888), nao ¢
elucidado como esse fendmeno persiste em espagos nanoconfinados. Portanto, este trabalho pretendeu
investigar a influéncia de substancias cosmotropicas e caotropicas na interagdo de moléculas unitarias
organicas com poros nanoscopicos protéicos visando o entendimento dos mecanismos moleculares do
processo; além, de estabelecer as condigdes Otimas para utilizagdo dos poros nanoscoOpicos como

sensores estocasticos para diversas moléculas organicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biossensor

O biossensor ¢ um dispositivo analitico no qual o elemento sensor ¢ um material bioldgico (ex:
enzima, anticorpo, proteina, DNA, etc) que detecta rapidamente analitos quimicos e/ou bioldgicos
qualitativa e quantitativamente (RODRIGUES, 2006). Nos ultimos anos, houve um aumento no
interesse em pesquisas com biossensores devido a sua ampla aplicabilidade em diversas areas da satde,
de alimentos, no meio ambiente e até no controle do bioterrorismo (COOPER & CASS, 2004;
FURTADO et al., 2008).

Este equipamento pode ser representado esquematicamente por trés partes (figura 1). A primeira
parte ¢ o elemento bioldgico ou elemento sensor (camada de bioreconhecimento) que possui a
propriedade de reconhecer seletivamente e interagir com o analito. A interag@o resulta na alteracdo de
uma ou mais propriedades fisico-quimicas (modificacdo de pH, transferéncia de elétrons, variacdo de
massa, transferéncia de calor, liberacao de gases ou ions) que sdo detectadas e medidas pelo transdutor.
O transdutor ¢ a segunda parte o qual funciona como um estagio que interpreta os eventos bioldgicos,
ocorridos na etapa de detecgdo, e os transformam em sinais eletronicos proporcionais em magnitude
e/ou frequéncia a concentragdo de um determinado analito ou grupo de analitos que interagem com o
elemento sensor. A terceira parte (processamento) diz respeito a saida de dados que processa os sinais
eletronicos do transdutor para os tornar legiveis em uma interface humana qualquer como um medidor,

um display ou tela de computador (RODRIGUES, 2006; FURTADO et al., 2008).

U
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FIGURA 1: Esquema geral dos componentes de um biossensor. Adaptado de VELUSAMY et al.,
2010.
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Os biossensores podem ser classificados levando em consideragdo aspectos do mecanismo de

deteccao, de transdugdo ¢ o modo de interag@o entre o analito € o elemento de reconhecimento.

Com relacdo a natureza do elemento de reconhecimento, os biossensores podem ser
classificados como: biossensores baseados em organismos vivos, biossensores baseados em células
integras, biossensores baseados em enzimas, biossensores baseados em anticorpos (imunossensores),
biossensores baseados em receptores de membrana. De acordo com o transdutor utilizado, o biossensor
pode ser classificado como: eletroquimico (potenciométrico, amperométrico e condutimétrico), dptico
(medida de luminescéncia, fluorescéncia, elipsiometria, etc.), detector de massa ou piezoelétrico
(relaciona a oscilag@o da frequéncia dos cristais piezoelétricos com variacdo da massa), termométrico.
E dependendo do tipo de interacdo que ocorre entre a substancia a ser determinada e o material
bioldgico, o biossensor pode ser classificado como catalitico ou de afinidade (RICCARDI et al., 2002;

VELUSAMY et al., 2010).

O sensor utilizado neste trabalho ¢ baseado no nanoporo aquoso unitario formado pela alfa-
hemolisina de Staphylococcus aureus inserido em uma bicamada lipidica plana. Este dispositivo

representa uma nova classe de sensores estocasticos.

2.2 Alfa-hemolisina como elemento sensor

Um poro protéico robusto ¢ pré-requisito para o desenvolvimento de um elemento sensor
estocastico sensivel. Estudos recentes nas areas da protedmica e biologia estrutural revelam que
proteinas de membrana com configuragao B-barril cumprem essa exigéncia. A maioria das proteinas -
barril dobram-se formando poros aproximadamente cilindricos com as cadeias laterais hidrofilicas
presentes no interior do limen do poro e os residuos hidrofobicos interagindo com a bicamada lipidica.
A estrutura dessas proteinas ¢ estabilizada por uma disposicao estrutural das ligacdes de hidrogénio
entre as fitas B adjacentes no qual confere a proteina estabilidade termodinamica (MOVILEANU,
2009).

Um modelo para elemento de reconhecimento para biossensor estocastico muito utilizado ¢ o
nanoporo formado pela a-hemolisina (0-HL) a qual ¢ uma das varias toxinas secretadas pela bactéria
Staphylococcus aureus. A o-HL ¢é uma citolisina dotada da capacidade de formar poros aquosos tanto
em membranas bioldgicas (BHAKDI et al., 1991) quanto em bicamadas lipidicas artificiais

(KRASILNIKOV et al, 2000). A proteina possui peso molecular em torno de 33 kDa e ¢ liberada na
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forma de mondmeros de polipeptideos de 293 aminoacidos (GRAY & KEHOE, 1984) soluveis em
agua, os quais se inserem em membranas e entdo se oligomerizam para formar o poro heptamérico
transmembrana (figura 2), permitindo a passagem de agua e de diversas moléculas pelo seu interior
(GU et al, 1999; NOSKOV et al, 2004). O nanoporo formado possui comprimento de ~10 nm e o
diametro interno de ~2 nm (MERZLY AK et al., 2005). O conhecimento da estrutura tridimensional em
alta resolug@o do poro formado pela a-HL (SONG et al., 1996), sua elevada condutancia (~ 4 nS em 4
M KCIl) (KRASILNIKOV et al., 2006) e sua estabilidade em solu¢des aquosas com pH> 7.0
(KRASILNIKOV et al., 1988) torna o registro e analise dos eventos moleculares com esse sensor

relativamente simples e, consequentemente, atraente.

FIGURA 2: Modelo do nanoporo formado pela a-HL com dimensdes e entradas em relacido a

membrana. Adaptado de SONG et al., 1996.

Para otimizar a identificacdo do analito, a a-HL pode ser usada na forma nativa, genética ou
quimicamente modificada para a deteccdo de ions metéalicos, anions, DNA, proteinas, pequenas
moléculas organicas, segundo mensageiro, enantidmeros de farmacos, toxinas, organofosforados, entre

outros (CHELEY et al., 2002; ASTIER et al., 2006; KANG et al., 2006; WANG et al., 2009).

Nanoporos protéicos podem ser “engenheirados” utilizando a técnica de mutagénese sitio-
dirigida onde um aminoéacido ou um grupo de aminoacidos que compde a estrutura protéica do
nanoporo pode ser substituido por outros aminoacidos gerando uma variedade de cadeias laterais de

diferentes tamanhos, formas, polaridade e reatividade. Nanoporos também podem ser modificados
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quimicamente. Na modificagdo quimica um aminoéacido da cadeia lateral, geralmente cisteina, ¢
seletivamente modificado com um reagente quimico permitindo uma diversidade de funcionalidades

que podem ser incorporados dentro do poro (BAYLEY et al., 2004).

Além disso, ha estudos para modular a seletividade do poro, com o uso de adaptadores
moleculares (modificacdo ndo-covalente) introduzidos no limen do poro formado pela a-HL tornando
ainda mais estreita a constri¢cao presente no interior do nanoporo (figura 3), e desse modo, favorecendo
uma seletividade especifica com intuito de facilitar a identificacdo e a quantificacao do analito (GU et

al, 1999; KANG et al, 2006).

FIGURA 3: Exemplo de nanoporo mutante (pontos em vermelho indicam os locais de mutacio)
com um adaptador molecular, neste caso uma [B-ciclodextrina, acoplada covalentemente no

interior do poro protéico (molécula em verde). Adaptado de CLARKE et al., 2009.

Adicionalmente, a-toxinas projetadas tém sido estudadas com a finalidade de tornar mais
especifica a detecgdo do analito pelo biossensor. O uso desses nanoporos protéicos “engenheirados”
abrange potenciais aplicacdes desde a detec¢do ultrassensivel de moléculas unitarias até o

seqiienciamento de DNA (SHIM et al, 2007, MOVILEANU, 2009).
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2.3 Sensor Estocastico baseado no poro formado pela a-hemolisina

Poros protéicos de escala nanométrica tém sido bastante investigados para varias aplicacdes na
nanobiotecnologia, principalmente, como sensores estocasticos para diversas moléculas biologicas,
desde cations e anions inorgéanicos, pequenas moléculas organicas até macromoléculas (ZHAO et al.,
2008). Estes sensores podem identificar e quantificar analitos baseados na analise da mudanca da
condutancia da corrente através do poro (MOVILEANU, 2009). Estudos mostram que os nanoporos
unitarios podem funcionar como elementos de reconhecimento, dada que a escala de tais nanoporos €
comparavel com as macromoléculas de interesse, as moléculas que entram no poro podem ser
facilmente identificadas (ROBERTSON et al., 2007). Os analitos sdo capazes de alterar a corrente
ionica dos nanoporos similarmente ao processo envolvido no funcionamento do Coulter counter. O
counter ¢ um método de contagem utilizado para detectar particulas micrométricas, como as células
bioldgicas, suspensas em solugdo as quais sdo conduzidas através de um capilar com um diametro
micrométrico. As medidas das mudancas da resisténcia elétrica no capilar permitem a quantificagdo e o
tamanho destas particulas (COULTER, 1953). Nanoporos protéicos apresentam diametro interno na
faixa de 1-3 nm, permitindo a concep¢ao do Coulter counter molecular (BEZRUKOV et al., 1994).
Esse tipo de contador pode detectar moléculas unitarias que se aproximam do nanoporo por difusdo
ocupando temporariamente o limen aquoso do poro produzindo mudangas mensuraveis na
condutancia. A distribuicdo dos eventos na escala de tempo ¢ randomica, permitindo a aplicacdo da

terminologia, detec¢@o estocastica ou sensor estocastico (RHEE & BURNS, 2007).

Os nanoporos protéicos sao ideais para serem usados como sensores por diversas razdes: o
analito ao interagir com o nanoporo cria um sinal pelo bloqueio estérico do poro ou pela mudanga no
potencial eletrostatico perto ou dentro do poro; o analito ndo precisa, necesssariamente, ser marcado
(por exemplo, sonda fluorescente) para ser detectado como uma entidade unitaria; a técnica permite a
deteccdo de mais de um analito presente na solugdo simultaneamente (figura 4) e também apresenta

alta sensibilidade e rapidez na andlise (KASIANOWICZ et al., 2007).
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FIGURA 4: Exemplo da propriedade multianalitica do biossensor baseado no poro protéico
formado pela a-hemolisina de Staphylococcus aureus inserido em bicamada lipidica plana. a)
Registro do bloqueio na corrente ionica caracteristico do (S)-ibuprofeno; b) registro do
enantiomero (R)-ibuprofeno; e, c¢) registro de ambas as moléculas simultaneamente, com seus

respectivos histogramas de amplitude de corrente. Retirado de KANG et al., 2006.

O principio do sensor estocastico, baseado no nanoporo protéico unitario formado pela a-HL,
estd na deteccdo das moléculas unitarias feita pelo nanoporo para identificar e quantificar diversas
moléculas em solugdo aquosa (CHELEY et al, 2002). O resultado da cada interagdo se reflete na
mudanga transitoria da corrente idnica que passa através do nanoporo. A base do seu funcionamento
estd esquematizada na figura 5. O poro unitario incorpora-se em uma bicamada lipidica plana a qual
separa dois compartimentos com solucao salina. Quando um potencial elétrico € aplicado, uma corrente
ionica flui através do poro carreada pelos ions. Toda vez que o analito ocupa o limen, induz uma
modulagdo, diminuindo a corrente idnica maxima. Na situa¢do mais simples, o elemento sensor tem
dois estados - ocupado (pelo analito) e ndo-ocupado - ¢ uma saida caracteristica associada a cada um
dos respectivos estados. A frequéncia da ocorréncia dos eventos esta relacionada com a concentragao
do analito, enquanto que a “assinatura digital de corrente”, ou seja, os tempos médios de duracdo e

profundidade de bloqueio permitem a identificacdo do analito.
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FIGURA 5: Na auséncia de qualquer molécula, a corrente idnica que passa pelo canal é maxima
e estavel quando um potencial é aplicado. Por difusio, a molécula chega ao limen do canal e
interage com o poro modulando a sua corrente de maneira especifica dependendo das
propriedades da molécula do analito. A seta para baixo ( l) indica a adicao do analito e a seta
para cima ( T) indica a aplicacio de um potencial. As setas em azul indicam o direcionamento do

analito no limen do canal. Cortesia do Laboratorio de Biofisica de Membranas (UFPE).

Dessa maneira, uma grande variedade de substincias pode ser identificada e quantificada,
incluindo cétions, anions (CHELEY et al., 2002), moléculas organicas (GU et al., 1999), enantiomeros
(KANG et al., 2006), peptideos (ZHAO et al., 2009), proteinas (PASTORIZA-GALLEGO et al., 2009),
acidos nucléicos (GUPTA, 2008; CLARKE et al., 2009; MAGLIA et al., 2009), entre outros tipos de
analitos.

O nanoporo proporciona um espago interno altamente confinado no qual os acidos nucléicos
podem ser identificados e caracterizados sem a necessidade de amplificagio ou marcagdo quimica. E
uma técnica que possui baixo custo e rapidez de andlise da sequéncia das bases nucleotidicas do DNA.
O sequenciamento ocorre da seguinte maneira: a fita simples de DNA transloca-se, eletroforeticamente,
através do nanoporo unitario; as quatro bases nitrogenadas do DNA (adenina, guanina, citosina e
timina) interagem individualmente e de forma especifica com o nanoporo produzindo modulagdes
caracteristicas na corrente ionica; deste modo, a sequéncia das modulagdes na corrente reflete a

sequéncia das bases nitrogenadas do acido nucléico (figura 6).
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FIGURA 6: Representacao esquematica do sequenciamento do DNA com o nanoporo. Adaptado

de KING & GOLOVCHENKO, 2005.

2.4 Série de Hofmeister

Em 1888, Hofmeister observou uma habilidade particular de certos sais em precipitar proteinas
em solucdo aquosa. Ele concluiu que a eficacia dos sais em precipitar as proteinas aumenta com a sua
capacidade em “ordenar” a agua ao seu redor e classificou um primeiro grupo de sais conforme sua
eficiéncia em precipitar proteinas (salting-out) e um segundo grupo de sais de acordo com sua eficacia
em solubilizar proteinas (salting-in) originando a Série de Hofmeister ou série liotropica
(HOFMEISTER, 1888; TADEO et al., 2007). Desde entdo, este nome tem sido aplicado a diversos
fenomenos que envolvem especificidade idnica. Os efeitos especificos induzidos por ions em diversas
condic¢des sao conhecidos como os efeitos de Hofmeister (figura 7). Os efeitos dos ions dessa série sdo
observados em varias situagcdes como na estabilidade de proteinas (TADEO et al., 2007), interagdes
proteina-proteina, cristalizagdo de proteinas (COLLINS, 2006), atividade enzimatica (NISHIMURA et
al., 1999), estruturacdo e desnaturacdo de macromoléculas bioldgicas (ZHANG & CREMER, 2006),
crescimento bacteriano (LO NOSTRO et al., 2006), estruturas anfifilicas (BARROS, 2003). Além
disso, a Série de Hofmeister ¢ observada em muitos fendmenos fisico-quimicos como tensao superficial
(PEGRAM et al., 2007), concentragdo micelar critica (WANG & SATOH, 2009) e estabilidade
coloidal (LOPEZ-LEON et al., 2005). Acredita-se que os efeitos de Hofmeister aparentemente se
realizam via mudancgas na estrutura da agua através de forgas eletrostaticas e forgas dissipativas de

Debay-London (LO NOSTRO et al., 2006).
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FIGURA 7: Sequéncia dos anions da Série de Hofmeister e exemplo de alguns efeitos especificos

promovidos por cosmotropicos e caotropicos. Adaptado de ZHANG & CREMER, 2006.

Os ions induzem efeitos na estrutura da agua alterando a formacdo natural das pontes de

hidrogénio, consequentemente, as moléculas de dgua se ordenam de forma diferente ao redor de cada

ion. Assim, pode-se classificar o ion em fracamente hidratado ou fortemente hidratado dependendo da

quantidade de moléculas de agua que se ordenam ao redor do ion (figura 8). De acordo com a sua

atuagdo na estrutura da agua, os ions da Série de Hofmeister podem ser classificados como:

e Cosmotropicos: sulfato (SO4%), fluoreto (F), calcio (Ca™), magnésio (Mg™), entre

outros.

e Caotrodpicos: tiocianato (SCN"), perclorato (ClOy), iodeto (I'), amdnio (NH4"), entre

outros.

De modo geral, os cosmotropicos possuem a capacidade de estruturar as moléculas de agua e

estabilizar proteinas, enquanto que, os caotropicos desestruturaram as moléculas de agua e

desestabilizam proteinas (ZHANG & CREMER, 2006).
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FIGURA 8: Sequéncia de alguns ions da Série de Hofmeister e sua propriedade na camada de

hidratacio da agua.

Quando um ion ¢ adicionado a um dado volume de agua, ele liga-se as moléculas mais
proximas do solvente deste modo, causa uma reorientacdo dos dipolos moleculares ao redor do seu
campo elétrico. Os ions cosmotropicos possuem interacao mais forte com moléculas de dgua do que as
moléculas de agua entre si (figura 9), ja os caotropicos no contrario, interagem com a agua mais

fracamente do que as moléculas de agua entre si (LO NOSTRO et al., 2006).

FIGURA 9: A representacdo esquematica da estruturacio da agua ao redor de um anion

cosmotropico. Adaptado de ZHANG & CREMER, 2006.

A seqiiéncia dos ions de Hofmeister apresentada nas figuras 7 e 8 representa a influéncia dos
ions na agua. Porém, esta seqiiéncia ndo ¢ fixa e depende do sistema em estudo, alguns ions podem

mudar a sua posi¢do na série ou até mesmo inverté-la. Por exemplo, um dado ion pode interagir com
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apenas moléculas de agua ou com uma macromolécula podendo apresentar um comportamento
caotropico ou cosmotropico a depender do sistema (LYKLEMA, 2009; KUNZ, 2010).

Os anions hidratam mais do que os cations para o mesmo raio i6nico. Os atomos de hidrogénio
da agua se aproximam do anion de modo mais eficiente do que os atomos de oxigénio, hidratando
assim melhor o anion. fons monovalentes como por exemplo: T, K", Cs', NHy4', apresentam interagao
mais fraca com a agua do que a intera¢do de dipolo entre as moléculas de dgua (interacdo agua-agua),
sdo caotropicos. No entanto, ions menores ou com multiplas cargas sdo cosmotropicos, por exemplo:
F,, Mg™, Al”, exibindo uma interagio mais forte com a 4gua do que a interagdo agua-agua (BARROS,
2003; COLLINS, 2004).

Em geral, e somente para ions inorganicos, os efeitos especificos do céation sdo menos
pronunciados do que os efeitos especificos do anion, pois as interagdes dos anions com a agua sao mais
forte do que com os cations para o mesmo tamanho e densidade de carga absoluta. Contudo, isto ¢
apenas valido quando as interag¢des ion-agua sdo dominantes para os efeitos especificos do ion. Quando
as interagdes direta ion/ion ou ion/co-soluto sdo dominantes, os efeitos especificos do cation podem ser

da mesma ordem de intensidade como nos efeitos especificos do anion (KUNZ, 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

* Investigar a influéncia de substancias cosmotropicas e caotrdpicas na interacdo de moléculas
unitarias organicas com poros nanoscopicos protéicos visando o entendimento dos mecanismos

moleculares do processo.

3.2 Objetivos Especificos

* Analisar os parametros cinéticos da interacdo do polietilenoglicol (PEG) com o nanoporo
protéico unitario aumentando a concentragdo de KCl de 1M para 4M na solugdo banhante.

* Investigar a influéncia do aumento da concentracdo do KCIl na identificagdo do PEG e
sensibilidade do sensor estocastico baseado no nanoporo unitario.

* Investigar a influéncia dos anions do grupo dos halogénios (CI, I', F* e Br) na intera¢do do
PEG com o nanoporo protéico unitario.

+ Investigar a influéncia dos cations do grupo dos metais alcalinos (Li", Na", K, Rb", Cs") mais o

v N . s
NH4 na interagdo do PEG com o nanoporo protéico unitario.
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4. METODOLOGIA

4.1 Bicamada Lipidica Plana

Para a formagao da bicamada lipidica plana, utiliza-se a técnica de Montal e Mueller (1972). A
técnica consiste na formacao da bicamada pela aposi¢ao de duas monocamadas lipidicas em um orificio
contido em uma pelicula de Teflon® (politetrafluoretileno), denominada “parti¢do” (figura 10). A
parti¢do possui um orificio (~100 pum) e divide a cdmara experimental, também de Teflon, em duas
hemicamaras (cis/trans) que foram mantidas unidas através de um suporte metalico. Uma vez montada
a camara, acrescenta-se 0.7 ml da solu¢do salina nos dois lados (ficando o nivel da solucdao abaixo do
orificio) e apos adicionar, também nas duas hemicamaras, 10ul da solucdao de lipideo (5 mg/ml em
hexano). O lipideo usado foi o difitanoilfosfatidilcolina (DPhPC), um lipideo sintético que aumenta a
estabilidade da membrana. Em seguida o orificio ¢ tratado com 1% de solu¢do de hexadecano em
hexano. E necesséario esperar um tempo de cerca de 10 minutos para a evaporagdo do solvente para
posteriormente elevar o nivel liquido do compartimento trans (estabelecendo o nivel da solugdo acima
do orificio) pela adi¢do de mais 0.7 ml da solugdo, formando, assim, a primeira monocamada, para em
seguida elevar o lado oposto (CiS) ¢ completar a formagdo da bicamada no orificio. A formagao da
membrana ¢ monitorada visualmente com ajuda de uma lupa e pela resposta capacitiva da membrana
observada no ociloscopio.

Com essa bicamada formada, adiciona-se no lado CiS uma concentragao pré -estabelecida da a-
hemolisina para a incorporagdo do canal protéico unitario. A corrente idnica fluird através do canal
incorporado em uma membrana formada no interior do orificio da particio de Teflon® que se encontra
banhada por solugdes aquosas das substidncias cosmotropicas ou caotropicas em diferentes
concentracdes com o tampao Tris SmM e pH ajustado para o valor desejado. Neste trabalho, utilizou-se
solu¢io banhante composta por um dos cations da familia 1A - Li", Na’", K, Rb", Cs" - mais o NH;"
formando sais com o CI" ou composta por um dos anions halogénios: CI', I', F" e Br" formando sais com
o K. Todas as solugdes banhantes foram preparadas a uma concentragio de 4M do sal, 5 mM Tris e

pH 7.5 ajustado com &cido citrico.
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FIGURA 10: A bicamada lipidica plana (espessura ~ 4 nm) é formada sobre um orificio de ~
100pm de didmetro de um filme de Teflon (particido) que separa duas hemicamaras idénticas de
Teflon onde cada uma acondiciona a solucio banhante. O canal i6nico incorpora-se na
membrana pela adicio da proteina formadora de canais no lado cis da camara. Adaptado de

KASIANOWICZ et al., 2007.

Ap0s a insercdo do poro unitdrio na bicamada adiciona-se no compartimento trans o analito a
ser identificado e analisado pelo biossensor. No nosso caso, utilizamos o polimero polietilenoglicol de
peso molecular 1294 (PEG 1294) em concentragdes crescentes. Tanto a inser¢ao do canal como os
registros dos eventos moleculares unitarios pela interagdo do analito com o nanoporo sao realizados em
modo de fixagdo de voltagem. Os processos sdo visualizados no osciloscopio e registrados no
computador.

Todos os experimentos sdo executados sob as seguintes condi¢des: temperatura ambiente de 25
+ 1 °C; todas as parti¢des de Teflon® utilizadas possuem 25 pm de espessura e orificio de 100 & 300 pm
de diametro. Com a finalidade de minimizar a interferéncia de perturbagdes mecanicas e
eletromagnéticas, toda a montagem do sistema experimental estd sobre uma mesa de amortecimento de

alta performance (TMC 63-500) e blindada por uma gaiola de Faraday.

4.2 Sistema de aquisicio e registro

Em todos os experimentos o sistema utilizado para estimulagdo, monitoragdo e aquisicao dos

registros € constituido por um gerador de onda triangular, um amplificador de patch clamp Axopatch
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200B (Axon Instruments, Foster City, CA), uma placa conversora analdgico-digital (PCI 6024E da
National Instruments Corporation ou DIGIDATA 1440 da Molecular Devices) acoplada a um
microcomputador IBM PC compativel (figura 11). Os registros de corrente através dos canais sdao
filtrados a 15 kHz por um filtro passa-baixa Bessel (Model 902, Frequency Devices, Haverhill, MA) e
gravados em uma amostragem de 50 kHz. A conexdo dos compartimentos da camara ao sistema de
medidas elétricas é feita através de pontes salinas do tipo Agar-KCI (3% em peso de Agar em KCI 3

M) e eletrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl).

PULSADOR

SISTENA
ELETRONICO
e Aauisigio

PAINEL DE
ENTRADA
DE SINAL

CAMARA  \reeace ELETRONICA
EXPERINENTAL MICROCONPUTADOR

FIGURA 11: Modelo do canal de a-hemolisina, cimara de Teflon e diagrama da interface

eletronica de aquisicao dos registros de corrente.

4.3 Analise do transporte

Inicialmente determinamos o valor da condutancia dos canais unitarios, € apenas 0s canais cujo
valor de condutancia estejam proximos da média, sdo utilizados nos experimentos com os polimeros. A
condutancia de um Unico canal, determinada em voltagens aplicadas de -200 a +200 mV, ¢ utilizada
para construgdo do grafico G-V (condutancia-voltagem) dependente nas condi¢des controle e
experimental, na auséncia e presen¢a de um polimero adicionado a um lado ou simultaneamente aos
dois lados da camara, respectivamente. Os resultados obtidos em diferentes concentragdes das
substancias sdo analisados. O transporte de moléculas através de poros aquosos manifesta-se

basicamente de duas formas: como aumento do ruido basal de corrente ¢ como eventos de bloqueios
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individuais. Estudou-se a segunda forma procurando condigdes que regulem o tempo da interagdo
(permanéncia) das moléculas unitarias com o nanoporo.

Utilizando o programa TauHist (desenvolvido por Dr. M.A. Pustovoit; Petersburg, Nuclear
Physics Institute, Gatchina, Russia), foi realizada a andlise cinética convencional dos registros
temporais de corrente, determinando o tempo de permanéncia do canal em cada um dos estados aberto
ou bloqueado pelas moléculas organicas e, como resultado, as constantes de associacao e dissociagao
como descrito por Colquhoun & Sigworth em 1995. As duas constantes da cinética de interacao das
moléculas unitarias com o nanoporo sdo denominadas como: Ton € Toff , que representam o tempo da
permanéncia do poro no estado desocupado e ocupado, respectivamente. Os parametros sdo obtidos
através da analise da distribuicdo de milhares dos respectivos eventos. Através desses parametros
primarios, obtemos as constantes da velocidade de entrada (kon = 1/(ton x C) € saida das moléculas (K
= 1/ toff) €, claro, a constante de equilibrio (Kgq = Kon / Koff) € 0 valor das energias de interagdo do analito

com o sitio no interior do poro (AG*® ~ kT In K*P),
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Taxa de transicao

Estudamos a influéncia dos sais de halogénios e dos metais alcalinos (mais o amdnio) na
sensibilidade do sensor estocastico. Estabelecemos que a sensibilidade do sensor depende muito
fortemente do tipo do eletrélito que compde a solucao banhante. Na presenca dos halogénios extremos
(menor e maior tamanho, F~ e I') difere cerca de cem vezes. Contudo, a diferenca entre os metais
alcalinos extremos (Li" e Cs") chega a quarenta vezes.

Nas figuras 12 e 13 apresentamos a influéncia dos sais em um parametro do sensor estocastico,
a taxa de transicdo. Para melhor compreensao do parametro citado anteriormente, precisamos relembrar
a interagdo analito-nanoporo. O analito ao interagir com o nanoporo induz uma modula¢do na corrente
ionica que passa através do nanoporo unitario causando um bloqueio caracteristico. Dois parametros
caracterizam o analito, a profundidade e o tempo de residéncia, os quais sdo intrinsecos ao analito
permitindo a sua identificagdo e distingdo de outros analitos presentes no mesmo meio
simultaneamente. A frequéncia dos bloqueios induzidos pelo analito no nanoporo permite a
determinagdo da concentragdo dele na solugdo. Na pratica, estima-se o tempo caracteristico entre os
bloqueios, tau on (t,,), quanto maior a frequéncia, menor a T,,. Como foi descrito por Movileanu e
colaboradores em 2003, o parametro inverso da T,, (1/7.,), denominado taxa de transi¢do, € linearmente
proporcional a concentragdo do analito. A menor concentracdo do analito detectavel pelo sensor
estocastico (com o nanoporo protéico inserido em bicamada lipidica plana) pode ser definido como tal
que provoca o aparecimento dos eventos da interagdo com a frequéncia de 1 Hz.

Exatamente, as mudancas nos valores da taxa de transi¢ao na presenca de sais (apresentadas nas
figuras 12 e 13) demonstram uma relacao linear com a concentra¢do do analito. Na figura 12 ha uma
comparacao das taxas de transicdo do PEG quando presente em solucdo dos seguintes sais: KF, KCI,

KBr, KI.
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FIGURA 12: Grafico que relaciona a taxa de transicido versus concentracio do analito (neste
caso PEG). Para facilitar a determinacio da concentracio do analito (linhas pretas horizontais),
a frequéncia dos eventos da interacdo do nanoporo com analito dever ser igual ou maior do que
1 Hz (linha preta vertical). A solucdo banhante da membrana foi composta por sais de potassio
com aAnions da série de Hofmeister: F~, CI', Br e I' (4M), tamponado com Tris (SmM) em pH 7,5.
Utilizamos como modelo de analito polimérico, 0 PEG 1294, uma vez que ele ¢ monodisperso e

de elevado grau de pureza.

Estabelecemos que o tipo de anion presente na solugdo banhante do biossensor, altera
drasticamente a freqiiéncia dos eventos de intera¢do das moléculas do PEG com o nanoporo protéico. A
eficacia do anion obedece a série de Hofmeister: F > CI' > Br > I' (COLLINS et al., 2007). As
menores concentragdes detectaveis do PEG 1294 capazes de induzir os eventos de interacdo com a
frequéncia de 1 Hz foram de 0,05 uM, 0,5 uM, 2 uM e 7 uM, para os anions F, CI, Br e I,
respectivamente. A solugdo banhante composta por KF 4M aumenta a sensibilidade do canal, com
relacdo a nossa solu¢do padrao de KCI 4M, cerca de dez vezes.

Utilizacao dos cloretos dos metais alcalinos € amdnio mostraram que os cations monovalentes
também possuem os efeitos especificos na interacdo do PEG com o nanoporo protéico. Na figura 13, ha
um comparativo das taxas de transicdo do na presen¢a das solu¢des banhantes de LiCl, NaCl, RbCl,

KCl, CsCl e NH,CI (4M).



30

10000

1000

100

PEG1294, uM
S

0.1 1 10 100 1000 10000

-~ -1
Taxa de transicao, s

FIGURA 13: Grafico que relaciona a taxa de transicio versus concentracio do analito (PEG
1294) comparando a sensibilidade do nanoporo-sensor quando banhado por solucio composta
por um dos cations da familia 1A (Li’, K', Na’, Rb", Cs") mais o NH," formando sais com CI em

uma concentraciao de 4M.

Com relagdo a eficacia dos cations na determinagdo da menor concentragdo detectavel pelo
sensor, obtém-se a sequéncia: K= Cs">Rb" > Na"> NH," > Li". Esta sequéncia nio obedece a Série
de Hofmeister (COLLINS et al., 2007). O resultado indica que a influéncia dos cétions na interagao
PEG/nanoporo ¢ mais complexa do que a influéncia dos anions e que os cations mediam os seus efeitos
através da influéncia tanto na 4gua quanto na molécula do analito (PEG). A conclusdo estd em acordo
com os relatos que a posicao de alguns cations na Série pode ser alterada dependendo do sistema em

estudo (LYKLEMA, 2009; KUNZ, 2010).

5.2 Constante de formacao

A constante de formacao (Ky) esta relacionada com a energia de interagdo a qual influencia no
tempo de residéncia da molécula unitaria no nanoporo protéico, ou seja, quanto menor a energia de
interagdo, menor o tempo de residéncia e quanto maior a energia, maior o tempo de residéncia.

Avaliamos a influéncia dos cations da familia 1A (Li+, K", Na’, Rb", Cs+) mais o NH, ", formando sais
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com o CI, na energia de interacdio do PEG 1294 com o poro protéico formado pela a-toxina de
Staphylococcus aureus em bicamada lipidica plana. Os resultados obtidos, representados na figura 14,
revelam mudanga nos valores das constantes de formagao e consequentemente na energia de interagao

do PEG com nanoporo quando banhado por diferentes solugdes.

—A— KCl
1500 -
<_ 1000+
=
5
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S 500+
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0_
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2
Voltagem, V

FIGURA 14: O grafico relaciona as constantes de formaciao do nanoporo protéico com o PEG
1294 versus voltagem. As solucoes banhantes utilizadas foram LiCl, NH4Cl, NaCl, RbCl, KCl,

CsCl todas na concentracio de 4 M, mais S mM de Tris e pH 7,5 ajustado com acido citrico.

Além disso, estabelecemos que em todos os casos (menos o LiCl) a interagdo ¢ muito
dependente do potencial transmembrana, com méaximo da energia em aproximadamente 40-60 mV. A
dependéncia estabelecida demonstra que o PEG adquire cargas elétricas nestas solugdes (RODRIGUES
et al., 2008).

Observa-se que os valores das constantes de formacdo do complexo nanoporo-PEG diferem
dependendo do tipo da composi¢ao idnica da solugdo banhante. Essa dependéncia obedece a seguinte
sequéncia: K" > Cs" > Rb" > Na" > NH," = Li" . A sequéncia observada ¢ similar aquela observada
para a taxa de transi¢do. A solu¢do composta por KCl teve a maior constante de formagao e a solugao
de NH4Cl e LiCl tiveram as menores constantes. Entdo, evidencia-se que o tipo do eletrdlito realmente
tem uma grande influéncia no tempo de residéncia do analito e isso € determinado pelo aumento da

energia de interacdo com 0 nanoporo.
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Mechanism of KCl Enhancement in Detection of Nonionic Polymers
by Nanopore Sensors

Claudio G. Rodrigues, Dijanah C. Machado, Sérgio F. Chevtchenko, and Oleg V. Krasilnikov
Department of Biophysics and Radiobiology, Federal University of Pemambuco, Recife, PE, Brazil

ABSTRACT The mechanismsofKCl-induced enhancementin identification of individual molecules of poly(ethylene glycol) using
solitary a-hemolysin nanoscale pores are described. The interaction of single molecules with the nanopore causes changes in the
ionic current flowing through the pore. We show that the on-rate constant of the process is several hundred times larger and that the
off-rate is several hundred times smaller in 4 M KClI than in 1 M KCI. These shifts dramatically improve detection and make single
molecule identification feasible. KCI also changes the solubility of poly(ethylene glycol) by the same order of magnitude as it
changes the rate constants. In addition, the polymer-nanopore interaction is determined to be a strong non-monotonic function of
voltage, indicating that the flexible, nonionic poly(ethylene glycol) acts as a charged molecule. Therefore, salting-out and
Coulombic interactions are responsible for the KCl-induced enhancement. These results willadvance the development of devices

with sensor elements based on single nanopores.

INTRODUCTION

Recent studies have demonstrated that single, nanometer-
scale pores, including the ion channels formed by Staphylo-
coccus aureus a-hemolysin (aHL), can be used to detect and
quantify specific monovalent ions (1.2), divalent metal cat-
ions (3,4), small organic molecules (5-7) nucleic acids (8.9),
proteins (10,11), and polymers (12—17). Because these pores
are so small, their interaction with an analyte can alter the
ionic current that would otherwise flow freely. Analytes ap-
parently change the electrostatic potential profile inside the
pore or simply block the ion-conduction pathway.

Binding of analytes to nanopores is random and reversible,
and it causes characteristic fluctuations in the ionic current.
For this reason, single nanopores inserted in thin membranes
have recently been referred to as stochastic sensors (18).

Studies (1,2,5,7,19-21) have shown that the frequency of

these fluctuations reveals the kinetic rate constants for the
analyte-pore interaction. As a result, the concept of a mo-
lecular Coulter counter was developed (22).

If an analyte associates with a nanopore for periods longer
than the measurement bandwidth, discrete states of ionic
current blockade can be directly observed. The degree to

which pore conductance is blocked is often characteristic of

the analyte (5-7,19,23). Moreover, studies (9,14,17,23,24)
have demonstrated that different polymers can cause com-
plex but characteristic blockade patterns. In a manner similar
to infrared-ultraviolet-visible (IR-U V-VIS) spectra and mass
spectrometry, these patterns provide a fingerprint of poly-
mers that thread through the nanopore (17).
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Despite the proof of concept for the use of single nano-
pores in sensor applications, recent theoretical studies ne-
cessitate a better understanding of how polymers interact
with nanoscopic pores (25-28). Previous studies (14,17)
demonstrated that high-resolution recording of poly(ethylene
glycol) (PEG)-aHL nanopore interactions is achievable in
4 M KCL The goal of this study was to discover the
underlying mechanism(s) of the stochastic sensing enhance-
ment observed at high KCI concentrations. Our key finding is
that molecules of PEG in aqueous salt solutions act as
charged molecules. The salting-out effect, the Coulombic
interaction of PEG with the ¢ HL nanopore, and the decrease
in PEG chain flexibility with increasing KCl concentrations
are responsible for the observed enhancement.

MATERIALS AND METHODS

Bilayer lipid membranes of 40 pF capacitance were formed by the lipid
monolayer apposition technigque, using 1,2-diphytanoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholine (Avant Polar Lipids, Alabaster, AL) at 25 * 1°C, as described
previously (29). The membrane-bathing aqueous solution contained 1 M to
4 MKCl in 5 mM Trs-citric acid buffer (pH 7.5). PEG was used as a repre-
sentative of neutral polymers, because it is used widely in both scientific
studies and technological applications. PEGs of various molecular weights
(Fluka, Seelze, Germany) and monodisperse PEG 1294 (Polypure, Oslo,
Norway)were added from the trans side of the membrane. aHL (Calbiochem,
Madison, WI) was added from the ¢is side of the membrane in a concentration
sufficient to form unitary protein nanopore in planar lipid membranes. If not
mentioned specially, the applied potential was 40 mV. A positive current is
defined by cation flow from trans o cis.

Experiments were carried out using an Axopatch 200B amplifier (Axon
Instruments, Foster City, CA) in voltage clamp mode. Membrane potential
was maintained using silver/silver chloride (Ag/AgCl) electrodes in 3 MKC1
2% agarose bridges assembled within standard 200 pL pipette tips. Currents
were filtered by a low-pass eight-pole Butterworth filter (model 9002; Fre-
quency Devices, Haverhill, MA) at 15 kHz and directly saved nto the
computer memory with a sampling frequency of 50 to 100 kHz. In experi-
ments, we used dilute polymer solutions in which nonideality effects (30) and
polymer-polymer repulsion that could increase PEG partitioning into the

doi: 10.1529/biophys). 108.140814
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protein nanopore (31) are virtually nonexistent. The greatest PEG concen-
tration used in bilayer experiments was 4 mM for PEG 3000 (1.2%, wjw),
which is well below the overlap concentration for this PEG molecule
(~13%) (30), and solubility in 4 M KCI (see Results and Discussion). The
obtained dependencies were gualitatively similar for all PEG molecules
examined (PEG 600, 1000, 1500, 2000, 3000, and 4000); however, only the
data for PEG 1500 and 2000 are presented in this study.

The limit of PEG solubility was estimated by the modified cloud-point
method (32). In brief, small amounts of PEG (usually between 2 and 40 mg)
were added to 10 mL glass vials. Then, small volumes (300-500 uL) of KCI
solution were added stepwise at room temperature (25 = 1°C). After each
addition, vials were closed using screw caps with Teflon seals, carefully
shaken to achieve full PEG solubility, and placed in a boiling water bath
(~100°C) for 10 to 30 min. Cloud formation was determined visually.
Polymer molarities were calculated on amass percentbasis. The mean value
of the PEG concentration between two neighboring solutions (one of which
still showed — and the other of which no longer showed — a phase split) in
each experiment, represented the PEG solubility under those conditions. The
difference in concentration between those neighboring solutions determined
the inaccuracy of the experimental results. To determine the cloud point more
accurately, the experiment was repeated several times with a mixture already
close to the phase boundary. Smaller increments of KCl solution were then
added to narrow the inaccuracy to << 1%,

Parameters of the molecular signature (mean duration and amplitude of
the blockage), transition rate, and Kinetic constants of the PEG-nanopore in-
teraction were obtained essentially as described in the works by Krasilnikov
et al. (14) and Movileanu et al. (16).

RESULTS AND DISCUSSION

Appearance

Voltage clamping was used to examine the interaction of

individual PEG molecules with solitary protein nanopores.
The ionic current through the e¢HL nanopore bathed by a
polymer-free solution is quiescent (8,12,31,33,34). Addition
of PEG to the subphase causes well-defined current block-
ades (Fig. 1 A) of which the frequency, amplitude, and du-
ration increase with KCI concentration. Compared to 1 M
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KCl, the aforementioned blockade parameters are strongly

dependent on polymer molecular weight in the presence of

4 M KCI and become useful in the identification of the poly-
mer (14,17). When polydisperse PEG molecules are used in
the presence of 4 M KCl, analysis of blockade events reveals
the distinct PEG populations. They are clearly observed in the
two-dimensional distribution of the events (residence time
versus normalized residual conductance) (Fig. 1 B). The
obtained resolution (better than the repeat unit) makes it
possible to detect and quantify each PEG population in the
sample in real time, using software developed in our labo-
ratory.

On-rate constant

To determine the on-rate constant, k., defined as 1/
(Ton X Cprg), data were first collected on the time intervals
between the end of one blockade event and the onset of the
next to establish the characteristic time 7. We observed that
the k., value for all used PEGs increased in a hyperlinear
manner with KCl concentration. For PEG 2000, k., is several
hundred times greater in 4 M KCl than in | M KCI, and
kon(KCl) dependence is fitted well with a power function (Fig.
2 A).

The salting-out effect may be one of several reasons for the
established enhancement in the on-rate constant. To explore
this possibility, the solubility of PEGs at different KCl con-
centrations was investigated. Studies (35,36) have shown that
PEGs have an unusual property in water: they exhibit an upper
temperature limit of solubility, which is better known as a
cloud point. There also are reports (35,37) that increased salt
concentration can lower the precipitation temperature of PEG
molecules. However, the limiting PEG concentration, be-
yond which insolubility and formation of two phases oc-
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Influence of polydisperse PEG 1500 (0.4 mM) on the single aHL pore current. (A) This typical trace of the ion current through the oHL pore

exhibits stepwise transitions between completely open and partially blocked states that are caused by the entrance of a single PEG molecule into the pore
lumen. Time averaging is 0.01 ms. Transmembrane voltage was maintained at 40 mV. The solution contains 4 M KCL. The horizontal dashed lines delimit the
location of the blockages. (B) Two-dimensional visualization of the residence time/normalized residual conductance density distribution (two-dimensional
contour plot) of = 18,000 events like those presented in A. Each colored *““island™ represents an individual monodisperse PEG with a number of repeat units
shown in the figure. Colored bars denote the number of events at a given residual conductance and residence time. The difference between each of the
successive colors is ~10 eventsf(Log ms X pA). Such a representation is suitable to build a database for the identification and characterization of a single
molecule based on the analysis of an individual blockade event. The ambit of the residual conductance-residence time distribution for monodisperse PEG 1294
is show in the red ellipse.
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FIGURE 2 Dependence of the kinetic
= pomwe parameters of the PEG 2000-aHL pore
g interaction (A, C, and D) and PEG sol-

0.001

B ubility (B) on KCI concentration. (A)
The dependence of the on-rate constant
of PEG capture by the oHL pore. The
solid line is drawn according to the
eguation k.,,,T[KCF]"'giﬂ'ﬁ with an ad-
justable multiplier to fit the k,, data.
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(B) Solubility of PEG 2000 in different
KCl1 solutions at 100°C and at differ-
ent temperatures (insetf). The line is
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drawn according to the equation
[PEG) = [KCI|7***" with an adjustable
multiplier to fit the data. (fnser) Arrhe-
nius plot of PEG solubility in 4 M KCL.
The solid line is the first-order regres-
sion fit of the data. Temperature coeffi-
cient (g is 3.3 * 0.3, Each point
represents the mean (+SD} of three to
eight independent experiments. (C) In-
fluence of KCl concentration on the
transition rate obtained in the presence
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D, each point represents the mean (% SD} of at least three single protein nanopores reconstituted in separate experiments with = 9000 events as in Fig. 1 A.

Dashed lines show 95% confidence limits.

curs in high KCI concentrations, is unknown, and so we
examined it in this study. Our results show that the solu-
bility of PEG (at 100°C) actually decreases with increasing
KCI concentration in a sublinear manner (Fig. 2 B). It is
fitted well with a power function in which the magnitude
of the exponent has a value similar to that of the kon(KCI)
dependence (Fig. 2 A).

Therefore, it seemed reasonable that the salting-out phe-
nomenon, surmised in a molecular dynamics simulation
study (37), might be involved in the observed ko, (KCI) de-
pendence. However, the level of PEG solubility in 4 M KCl,
even at 100°C, remains high (~1 mM for PEG 2000).
Moreover, PEG solubility increases remarkably at lower
temperatures (Fig. 2 B, inset), so that the predicted PEG con-
centration (at 25°C) becomes preposterously high (~9.2 M
or 18.4 kg/L, for PEG 2000). These results affirm that, at
the highest PEG concentration used in this study (4 mM), all
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PEGs are completely dissolved. Thus, other mechanisms
may also be responsible for the strong hyperlinear kg, (KCI)
dependence.

To clarify these mechanisms, the on-rate constant for dif-
ferent PEG molecules, kyn(Mw), was analyzed at different
KCl concentrations. The value of k,, decreased with in-
creasing PEG molecular weight (Fig. 3). However, the
magnitude of the decrease was dependent on KCl concen-
tration — it was considerably more flat at 4 M than at | M
KCl. To describe the established kon(Mw) dependence, we
have used the formalism that was developed by Douglas
and Garboczi (38) and successfully used in our previous
study (14). This formalism assumes that the dependence of
both the on-rate constant and the diffusion coefficient,
D(Mw), on PEG molecular weight can be written as
kon(Mw) o D(Mw) o« Mw™*" indicating that the on-rate
constant is diffusion limited. The experimental data for the

FIGURE 3 The average on-rate of polymer capture by
aHL pores as a function of polymer mass at 4 M (A) and
1 M KCI (B). The solid line is drawn according to the
eguation in the work by Douglas and Garboczi (38),
kn (Mw) 2D Mw) o Mw ™3, with an adjustable multiplier to
fit the data for the smallest PEG molecule. Note the 50-fold
) difference in scales. Each point represents the mean (= SD)

12 3 4 5 8 N
PEG, kDa
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of at least three single protein nanopores reconstituted in
separate experiments with = 9000 events as in Fig. 1 A.
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solution containing 4 M KCI (Fig. 3 A) obey this simple
function and can be fitted satisfactorily. At | M KCl (Fig. 3 B).
the dependence is much more a function of polymer mass than
at4 M KCl(Fig. 3A) and could not be ascribed to a decrease in
the diffusion coeflicient. Hence, in the presence of the lower
KCI concentrations, diffusion is not the only determinant for
the on-rate constant of PEG capture by the a HL pore. [t appears
that the role of entropy part of PEG-aHL pore interaction in-
creases with decreasing salt concentration and becomes dom-
inant at low salt concentrations (34,39), which allows pore
sizing by polymer partitioning (1540,41).

The kon(Mw) dependence established at 1 M KCl is
qualitatively similar to that presented in a previous study by
Movileanu and colleagues (16). However, there is consid-
erable quantitative difference — the obtained k., values for
cach PEG are ~—5X smaller than demonstrated previously
(16). The transmembrane voltages, 40 mV and 100 mV,
comprise the only methodological difference between this
study and that by Movileanu and colleagues (16). This ob-
servation suggests that PEG entry into an aeHL pore could be
voltage dependent. Additional experiments performed at
different voltages (=200 mV) confirmed this hypothesis
(Fig. 4). kon is dependent on voltage in a nonlinear manner.
The difference in the k,, value measured at different voltages
could reach 2 to 3 orders of magnitude. This behavior dem-
onstrates that PEG senses the transmembrane voltage even in
solution, probably when it is in the access regions of the pore.
The decrease in k,, observed at a high positive voltage
probably results from PEG depletion in the region. To our
knowledge, this phenomenon has not been noted before. The
data resemble the known effect of charged analyte depletion
near the opening of nanoscopic pores (42—44), The effect is
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specific for diffusion-limited transport and confirms our
conclusion that PEG entrance into the pore is diffusion lim-
ited. The depletion is observed at low concentrations of
charged analytes and relatively high transmembrane voltage,
which are conditions similar to those in our experiments with
PEG molecules. Thus, the neutral polymer PEG appears to be
charged, and the Coulombic interaction between PEG and the
aHL pore (which is decorated with fixed charges) may occur.
This finding is consistent with the observation (45,46) that
PEGs can form complexes with cations. The latter could also
be responsible for the observed k,,(KC!) dependence and for
the divergence between kg, (Mw) values obtained both pre-
viously (16) and in this study. The phenomenon is very im-
portant and worthy of further investigation.

Transition rate

As a consequence of the kg, (KCI) dependence (Fig. 2 A), the
transition rate, defined by Movileanu and colleagues (16) as
CXkyy, is dozens of times larger at 4 M KCl than at 1 M KCL
Examples of such dependencies established for PEG 2000 are
shown in Fig. 2 C. Accordingly, the high KC1 concentrations
shift the background equivalent concentration of all PEGs
used in this study. At an event frequency of 1 Hz, then, the
background equivalent PEG concentration comprises: 120.0,
9.0, 2.0, and 0.8 M (PEG2 000) and 20.0, 2.5, 1.4, and 0.5
M (PEG 1500)at 1 M, 2 M, 3 M, and 4 M KCl, respectively
(Fig. 2 C, inset). For all PEGs reported in this study and in
related, previous studies (14,16), the transition rate is directly
proportional to polymer concentration with a slope of
~1(0.97 = 0.06). This finding suggests that the partitioning
of PEG into the ¢ HL pore can be described by a first-order

A nfgmo B )
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=3 ¥ AMEKC o FIGURE 4 Voltage dependence and
X 207 S oy energy of PEG 1500-aHL pore interac-
—:'” —.x tion. The average on-rate (A), off-rate
E_ m_g (B). and PEG-e'HL pore complex forma-
-h:s 10 < 19 tion (C') constant as a function of trans-
membrane voltage at different KCl
0 01 4 concentrations. The minimal values of
T T T T T v v T T koge are at 40+ 10 mV. The data
02 01 00 01 02 01 0.0 01 02 presented in A and B were used to build
Voltage, V Voltage, V the dependence shown in C. (D) The
c D energy of PEG-aHL pore interaction
measured at 40 mV as a function of
E 10000 4 KCl concentration. Values were est-
o 1000 | mated from the equilibrium formation
£ = constant (solid line) and from the formal-
% 100 4 .; ismoutlined in the work by Muthukumar
5 ¢ (27) (dashed line). kon, kosr. and To
2 104 ,2 essential for caleulations were obtained
-‘% 1] v at 40 mV in three w five independent
E experiments (= SD) with = 9000 events
S o as in Fig. 1 A in each point.
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reaction between the pore and polymer and that only one
polymer molecule is responsible for a single blockade event.

Similar conclusions have been drawn for the partitioning of

polynucleotides into a single aHL pore (47).

Residence time

All the aforementioned data demonstrate that the association
rate constant, ko, is a function of both the KCI concentration
and voltage. To comprehend the mechanism of the influence
of KCl1 concentration on PEG-aHL pore interactions, un-
derstanding the behavior of the dissociation rate constant &,
at the same conditions is essential. This study shows that both
factors have a considerable influence on kg (Figs. 2 D and
4 B). It is interesting to note that the magnitude of the ex-
ponent value for kg (KCI) dependence closely resembles
those of ko, (KCI) (Fig. 2 A) and PEG gupitiy (KCI) (Fig. 2 B)
dependencies. Such similarity reinforces the hypothesis
about the important role of salting out on the observed phe-
nomenon. The dependence of the off-rate constant, kg, on
voltage (Fig. 4 B) strengthens the involvement of the Cou-
lombic interactions between PEG molecules and the aHL
pore. As aresult, the constant of the PEG-a HL pore complex
formation, K, is also voltage dependent (Fig. 4 C).

Energy of interaction

Two approaches were used to estimate the energy of PEG-
aHL pore interactions. First, the equilibrium formation
constant, Ky, was used, where the energy (in A7 -units) is
determined as In(K;). The constant was calculated by using
the association k,, and dissociation k. rate constants ob-
tained at different KCl concentrations like those shown in
Fig. 2, A and D. As a result, the maximal values of the free
energy of confinement (observed at 40 mV) were established
as 0.27 = 0.03, 0.19 = 0.02, 0.13 = 0.02, and 0.03 + 0.01
kT /PEG repeat unit in the presence of 4 M, 3 M, 2 M, and
I M KCl, respectively (Fig. 4 D, solid diamonds).

The value 0.27 kT established for 4 M KCl is close to the
value that was recently estimated (14) using the assumption
specified by Muthukumar (27), whereby the residence time
for PEG inside the pore, 7,4 1s proportional to depth of an
attractive potential well, AF, that, in tum, is proportional to
the number of repeat units in the PEG chain, N, as follows:
Tott ©Aexp (AF/KT), AF = ¥N. This formalism results in a
weak KCl dependence (Fig. 4 D, open diamonds).

In contrast, the approach based on the equilibrium for-
mation constant indicates a strong KCI dependence. The
latter is consistent with earlier data (34) showing measurable
increases in PEG-aHL pore interaction with KCl concen-
tration augmented from 0.1 M to 1 M. The absence of any
adjustable parameters is another advantage of this direct
approach. The established strong dependence of the energy
of the PEG-aHL pore interaction on KCI concentration could
result from both the decrease in a repulsive interaction be-

Biophysical Journal 95(11) 5186-5192

Rodrigues et al.

tween PEG and its image charge (induced in low-dielectric
surroundings such as the membrane and protein pore wall)
(48-50) and the simultaneous increase in van der Waals in-
teractions. Such a suggestion seems logical for two reasons.
First, PEG molecules are charged. Second, it has previously
been demonstrated (51) that the increase in KCl concentra-

tion in the bathing solution decreases the long-range action of

the charges even though they are inside of the nanopore. The

decrease in PEG chain flexibility, observed in the presence of

inorganic cations (37), should slow the PEG creeping
through the e HL pore, also increasing its residence time and
the energy of PEG-aHL pore interactions.

CONCLUSIONS

Our previous data (14,17) and the results of this study clearly
demonstrate that increased salt concentration improves the
sensitivity of stochastic sensing with protein pores, such as
the o HL pore. The increase in salt concentration decreases the
lowest detectable concentration of analytes and considerably
refines analyte identification. It is achieved thanks to changes
in both (on- and off-) rate constants of the analyte-nanopore
interaction. This study shows that the change in the on-rate

constant with salt correlates with the change in solubility of

the analytes. In other words, the constant could increase,
decrease, non-monotonously behave, or remain the same with
salt concentration. This finding opens the possibility that the
effect of salt on the on-rate constant of novel analytes for the
nanopore sensor can be predicted. The salt dependence of off-
rate constant seems to be uniform (decreasing with salt) (52)
for charged and noncharged molecules.

Our study illuminates the ability of neutral analyte mole-
cules to form complexes with ions and to change solubility
depending on the salt concentration. Both effects have sig-
nificant influence on the stochastic sensing of analytes.
Specifically, we our study resulted in two findings:

I. Molecules of PEG are charged in high KCI solutions,
leading to nonlinear voltage dependence in rate con-
stants; and

. There is a striking similarity in the magnitude of power
dependencies of both PEG solubility and the rate con-
stants of PEG-aHL pore interactions in KCIL.

[

The enhancement in stochastic sensing with KCI involves
two factors: 1), qualitative changes in PEG polymer parti-
tioning that provide two parameters: the residence time and
the blockade amplitude; and 2), a significant increase in the
on-rate of PEG capture and the free energy of PEG interaction
with the e¢HL pore. These factors permit single molecule
identification and involve a salting-out effect, Coulombic

interactions, and, probably, a change in the chain flexibility of

the polymer.

Findings such as those of this study can help in under-
standing the physics of molecular interactions in confined
spaces. It is hoped that our results will advance the devel-
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opment of devices with sensor elements based on single
nanopores, including those made in polymer matrices or
carbon nanotubes, and will stimulate experimental and the-

oretical studies.
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CONCLUSAO

Os resultados do trabalho desenvolvido nesta dissertacdo permitem concluir:

A energia de interagdo entre o nanoporo protéico formado pela a-HL incorporado em uma
bicamada lipidica plana e o polietilenoglicol aumenta proporcionalmente ao aumento da

concentracao de cloreto de potassio (KCl) presente na solugao aquosa banhante da membrana;

Aumentando a concentragdo de KCl de 1M para 4M ha um aumento na frequéncia dos
bloqueios induzidos pelo molécula do analito ndo ionico (polietilenoglicol, PEG) na corrente
ionica do nanoporo e também no tempo de residéncia dela no interior do poro melhorando a

sensibilidade do sensor e a identificacdo das moléculas;

As moléculas do PEG em solugdo eletrolitica comportam-se como moléculas com carga elétrica

livre;

Uma forte correlacdo entre as mudangas nas constantes de formagao e dissociagdo do complexo
nanoporo/PEG e a solubilidade do PEG nas diferentes concentragdes de KCl indica que o efeito
salting-out pode ser o responsavel pelas estabelecidas mudangas nos parametros cinéticos da

intera¢dao das moléculas com o sensor protéico estocastico.

A composi¢ao idnica da solu¢do banhante influencia fortemente na interacdo do PEG com o
nanoporo e consequentemente na sensibilidade do sensor. Anions estdo atuando em acordo com
a sua influéncia na agua (a tipica Série de Hofmeister), enquanto que, a influéncia dos cations

ndo segue a sequéncia tipica.
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9. PERSPECTIVAS

Ampliar area do estudo, incluindo:

e Estudo da influéncia de solugdes banhantes compostas por ions divalentes e trivalentes na

interagao de moléculas organicas com o nanoporo;

e Estudo da influéncia de substancias desnaturantes como, uréia e guanidina, e estruturantes

como a betaina no complexo nanoporo/PEG;

e Investigacdo da influéncia de ions cosmotrdpicos e caotrdpicos na deteccdo de acidos
nucléicos com o nanoporo unitdrio visando estabelecer as condi¢des Otimas para um

sequenciador molecular.
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10. ANEXOS

10.1 RESUMOS PUBLICADOS EM CONGRESSOS

XXI1V Reunidao Anual da FeSBE 2009

ResumolD:1326-1

Area: Canais ionicos e Transporte

CANAL IONICO FORMADO PELA HEMOLISINA E MUTANTE, N286C, DE
ESCHERICHIA COLI EM BICAMADA LIPIDICA PLANA.

Dijanah Cota Machado (UFPE); Sarah Brandéo Palacio (UFPE); Angela Valeva (University of
Mainz); Iwan Walev (University of Mainz); Oleg Vladimirovich Krasilnikov (UFPE)

Resumo

OBJETIVOS:

Escherichia coli ¢ uma bactéria gram-negativa normalmente encontrada na flora do trato gastro-intestinal. Algumas cepas
desse bacilo sdo patogénicas produzindo toxinas formadoras de poros. Uma dessas toxinas ¢ a hemolisina E (HIyE) que é
um importante fator de viruléncia da bactéria, pois exibe atividade citotoxica em células de mamiferos (BBA 1788:538,
2009) ligada a formagao dos poros transmembrana. Todavia as propriedades desses poros sdo pouco conhecidas. A
mutagénese sitio dirigida ¢ um método conhecido para o estudo dos canais idnicos. Nosso trabalho visou a elucidagido
primaria do tamanho e seletividade do canal formado pela HIyE mutante em bicamadas lipidicas planas.

METODO:

A confecgdo da bicamada foi feita pela técnica de Montal e Muller e a solugdo banhante era composta de 10mM KCl,
30mM HEPES, ImM DTT, pH 7.0 ajustado com Tris. O lipideo utilizado foi azolecitina e a toxina em estudo foi a HIyE
mutante N286C. A seletividade do canal foi avaliada medindo-se o potencial de reversdo. Determinou-se o tamanho da
abertura do canal através do método de exclusdo de ndo-eletrolitos (FEMS Microbiol. Immunol. 105:93, 1992) utilizando
solucdo a 20% (p/v) de ndo-eletrdlitos (polietilenoglicdis) com pesos moleculares de 200, 400, 600, 1000, 2000, 6000, 8000
como sondas moleculares. Nos medimos a condutancia do canal quando os polimeros estavam em contato com as aberturas
do canal.

RESULTADOS:

O canal i6nico formado pela HIyE N286C apresentou condutincia média de 0.24+0.03 nS (n=57), ressalta-se a presenga de
um pré-poro antes da inser¢do completa do canal na membrana. O potencial de reversdo (10.7+1 mV; no lado de menor
concentragdo) indicou um canal i6nico seletivo a cations semelhante ao canal formado pela toxina nativa (Mol. Microbiol.
32:1226, 1999). Observamos que PEGs com raio hidrodinamico menor que 1.22 nm preencheram o interior do canal
inversamente do peso molecular. Entretanto, moléculas com raio hidrodindmico igual ou maior que 1.22 nm ndo entraram
no canal, ou seja, ocorreu a completa exclusdo do polimero de dentro do poro.

CONCLUSAO:

O canal formado pela HIyE N286C possui a seletividade catidnica similar ao canal de HIyE nativa. O didmetro da maior
abertura do canal ¢ ~ 2.5 nm.
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XX1V Reuniao Anual da FeSBE 2009

ResumolD:362-1

Area: Canais ionicos e Transporte

A INFLUENCIA DE SAIS HALOGENIOS NA RESOLUCAQ E SENSIBILIDADE DO
BIOSSENSOR PARA MOLECULAS UNITARIAS DE POLIMERO NEUTRO

Dijanah Cota Machado (UFPE); Annielle Mendes Brito Silva (UFPE); Janilson José da Silva
Junior (UFPE); Claudio Gabriel Rodrigues (UFPE); Oleg Vladimirovich Krasilnikov (UFPE)

Resumo

OBJETIVOS:

A necessidade e importancia de identificar e quantificar analitos em diferentes amostras vem despertando interesse e o
desenvolvimento de novos sensores e biossensores. Nesta perspectiva, nanoporos protéicos unitarios formados pela a-
hemolisina de Staphylococcus aureus (aHL) em bicamadas lipidicas planas destaca-se como modelo experimental do
biossensor estocastico muito promissor. Recentemente estabelecemos que um aumento da concentragdo do KCI amplifica a
resolucdo e sensibilidade do biossensor em aproximadamente 1000 vezes (Proc. Natl. Acad. Sci. 104:8207, 2007),
maximizando a detec¢do de polietilenoglicol (PEG). Alguns fendmenos especificos induzido por ions sdo conhecidos como
os efeitos de Hofmeister. Apesar de inimeras publicagdes nesta area, ndo existe estudo deste fendmeno em espagos
confinados, deste modo investigamos a influéncia de anions da familia dos halogénios na interagdo de moléculas do PEG
com nanoporos unitarios protéicos, visando entender seus mecanismos moleculares e estabelecer as condigdes dtimas do
processo.

METODO:

A confeccdo da bicamada lipidica plana e a inser¢cdo de aHL-poro unitario na membrana, bem como os registros de
correntes i0nicas através dos poros foram realizadas em condi¢des de fixagdo de voltagem, empregando um amplificador de
Patch Clamp (Axon Patch 200A, Axon Instruments) como descrito recentemente (Biophys. J. 95, 5186, 2008). A solucdo
banhante da membrana foi composta por sais de potassio com anions da série de Hofmeister: F-, Cl-, Br- e I- (4 M),
tamponado com Tris (SmM) em pH 7,5. Em experimentos pilotos utilizamos como modelo de analito polimérico, o PEG
(1294), uma vez que ele € monodisperso e de elevado grau de pureza.

RESULTADOS:

Estabelecemos que o tipo de anion presente na solugdo banhante do biossensor formado pela oHL incorporada em bicamada
lipidica, altera drasticamente a frequéncia dos eventos de interagdo das moléculas do PEG com o nanoporo protéico. A
eficacia do 4nion obedece a série de Hofmeister F-> CI-> Br-> I-. As menores concentragdes detectaveis do PEG 1294
capazes de induzir a freqiiéncia de 1 Hz foram de 0,05 uM, 0,5 pM, 2 uM e 7 uM, para os anions F-, Cl-, Br- ¢ I-,
respectivamente.

CONCLUSAO:

Os anions presentes na solucdo banhante do nanoporo formado pela o-hemolisina influenciam na interagdo do PEG com o
biossensor e essa influéncia obedece a série de Hofmeister.
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XX1V Reunido Anual da FeSBE 2009
ResumolD:1912-1
Area: Canais idnicos e Transporte

HOW HIGH CONCENTRATION OF KCL IMPROVES DETECTION OF NONIONIC
POLYMER BY NANOPORE SENSORS

Claudio Gabriel Rodrigues (UFPE); Sérgio Fernandovicth Chevtchenko (UFPE); Dijanah Cota
Machado (UFPE); Oleg Vladimirovicth Krasilnikov (UFPE)

Resumo

OBJETIVOS:

Recent studies (Proc. Natl. Acad. Sci. 104:8207, 2007) have demonstrated that high KCl1 concentrations considerably
improve single molecule detection by unitary alfa-hemolysin nanopore (a-HL). The goal this study was to discover the
underlying mechanism(s) of the stochastic sensing enhancement observed at high KCI concentrations.

METODO:

Bilayer lipid membranes were formed by the lipid monolayer apposition technique. The membrane-bathing aqueous
solution contained 1 M to 4 M KCl in 5 mM Tris-citric acid buffer (pH 7.5). a-HL nanopore was inserted from the cis side.
Nonionic polymers, poly(ethylene glycols) (PEG), were added from the trans side of the membrane. Experiments were
carried out at 40 mV using Axopatch 200B amplifier at voltage clamp mode. The molecular signature of PEG-nanopore
interaction (mean duration and amplitude of the blockage), and the kinetic parameters of the process were obtained
essentially as described in our previous work (Phys. Rev. Lett. 97:018301, 2006). PEG solubility was estimated by the
modified cloud-point method (J. Chem.Eng. Data. 51:1516, 2006).

RESULTADOS:

We showed that 1) polymer-nanopore interaction is a strong non-monotonic function of voltage; 2) the rate constants of the
process and the solubility of PEG are a power function of KC1 concentration. Specifically we have established that the
larger the salt concentration the large the on-rate constant and the smaller the off-rate and the solubility of PEG.

CONCLUSAO:

The flexible, nonionic molecules of PEG are charged in high KCl solutions. The salting-out effect, Coulombic interactions,
and, probably, a change in the chain flexibility of the polymer are factors responsible for the enhancement in stochastic
sensing with KCI.
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1732-Pos/B530 - ANIONS FROM THE HOFMEISTER SERIES: SINGLE
MOLECULE DETECTION WITH A SOLITARY PROTEIN NANOPORE.

Presentation Time: Feb 22 2010 1:45PM - 3:45PM
Session Title: Biophysics of Ion Permeation
Location: Hall D

Dijanah C. Machado, Claudio G. Rodrigues, Annielle M. B. da Silva, Janilson J. S. Janior, Oleg
Krasilnikov.
Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil.

Nanopores have emerged in recent years as versatile single molecule detectors. The sensing
principle is based on transient interruptions in the ion-current of an electrolyte, induced by the
entry, transport, and exit of a particular analyte from the pore. The improving the detection
capability of the nanopore is essential. Recently (Rodrigues et al., 2008) we have shown that
the "salting out” are responsible for the KCl-induced enhancement in identification of individual
molecules of poly(ethylene glycol) using solitary a-hemolysin nanoscale pores. The result
suggested that specific ion effects may take place. Hofmeister effects are almost ubiquitous (Lo
Nostro et al., 2006). Despite the huge number of studies devoted to this issue that date back
mare than a century, their origin is still debated. There are only isclated studies of the
phenomenon at the confined spaces. For this reason, we focused on the effect of monovalent
anions on a simple bimolecular complexation reaction hetween poly(ethylene glycol) and a-
hemolysin nanoscale pore at the single-molecule level.

We find that the type of anions used here has dramatic influence on the "on-rate” constant of
the reaction (the difference reaches several hundred times). As a consequence of this, the
transition rate and the detection limit of the nanopore based sensor is correspondingly
changed. The all probed anions follow the Hofmeister ranking according to their influence on
the on-rate constant (F- > CI" > Br > I" ) and the solubility of the analyte (F < Clr < Br <1 ).
Therefore, salting-out phenomenon is responsible for the anion-induced effect on single
molecule detection with a solitary protein nanopore. These results will advance the
development of devices with sensor elements based on single nanopores.

Supported by CNPq, RENAMI and InstINAMI, Brazil.
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