RAPORT STIINTIFIC

Privind implementarea Proiectului Nr. 64/01.10.2015, cu titlul: "Metoda bazata

pe nanopori de detectie si cuantificare a bacteriilor prin interactiunea selectiva a

peptidelor antimicrobiene cu membrane bacteriene (BACTODET)", cod PN-II-RU-
TE-2014-4-2388 pentru perioada octombrie 2015 - decembrie 2016

Etapa I: Stabilirea principalelor conditii de lucru pentru implementarea tehnicii bazate
pe nanopori menite sa cuantifice transportul peptidelor printr-un singur por de a-
hemolizina inserat intr-o membrana lipidica planara, in prezenta lipozomilor sau a
bacteriilor

Activitatea I.1: Alegerea adecvata a lipidei pentru membrana suport a porului proteic de a-HL
si stabilirea unor parametri esenfiali pentru a obtine conditii de lucru stabile, optime
masuratorilor electrofiziologice

Activitatea 1.2: Stabilirea protocolului de lucru pentru formarea veziculelor unilamelare mici
(SUVs) si gigant (GUVs) ca sisteme model care mimeaza membrana celulelor bacteriene

Activitatea 1.3: Testarea si corelarea influentei unor parametri fizico-chimici ai mediului
electrofiziologic (ex.: pH, tarie ionicd) asupra cineticii de asociere dintre peptide si porul
proteic, si a influentei lor asupra veziculelor lipidice model (ex.: agregare, alterarea adsorbtiei
peptidelor)

Etapa II:

01: Testarea si selectia candidatilor AMP optimi pentru implementarea tehnicii de
detactie bazata pe nanopori propusa in acest proiect

Activitatea II.1: Evaluarea selectivitatii unei serii de candidati AMP pentru membrane
bacteriene model prin monitorizarea alterarii cineticii de asociere dintre AMPs si a-HL in
prezenta unor concentratii test, nesaturabile de vezicule lipidice (membrane model eucariote
vs. bacteriene)

Activitatea IL.2: Studiul electrofiziologic detaliat al cineticii de asociere dintre candidatii
selectati si porul proteic, rezultand in calibrarea ratelor de asociere in functie de concentratia
de peptida libera din mediul apos.

02: Studiul detaliat al afinitatii peptidelor antimicrobiene selectate pentru membrane
bacteriene model si celule bacteriene

Activitatea IL.3: Investigarea cineticii de asociere dintre AMPs selectate si un singur por proteic
de a-HL, in diferite conditii ale mediului electrofiziologic (ex.: pH, tarie ionica), in prezenta unor
concentratii crescatoare de SUVs cu compozitie lipidica diferita (membrane model eucariote vs.
bacteriene); determinarea coeficientilor de partitie in membrane

Activitatea I1.4: Investigarea cineticii de asociere dintre AMPs selectate si un singur por proteic
de a-HL, in diferite conditii ale mediului electrofiziologic (ex.: pH, tarie ionica), in prezenta unor
concentratii crescatoare de bacterii G-negative si G-pozitive selectate.



03: Utilizarea unor tehnici complementare pentru validarea si cuantificarea
interactiunilor selective dintre candidatii AMP si membrane bacteriene

Activitatea IL.5: Studiul prin microscopie confocala al interactiunii dintre AMPs marcate
fluorescent si GUVs cu compozitie lipidica diferita (membrane model eucariote vs. bacteriene)

REZUMATUL ETAPEI

In cadrul ETAPEI I am stabilit conditiile principale de lucru pentru implementarea tehnicii
bazate pe nanopori de cuantificare a interactiunii dintre peptide si un singur por proteic de a-
hemolizina inserat intr-o membrana lipidica planara, in prezenta veziculelor lipidice sau a celulelor

bacteriene.

Pe baza experimentelor control, am ales lipida DPhPC (1,2-diphytanoyl-sn-glycero-
3phosphocholine) ca fiind optima pentru realizarea bistratului lipidic suport in care va fi inserat un
singur por proteic de a-hemolizind, asigurand conditii de lucru stabile pentru experimentele de
electrofiziologie moleculara (stabilitate in timp in prezenta unor concentratii relativ mari de
peptida; absenta porilor transmembranari formati de peptidele membranar active in bistratul
suport sub actiunea unui camp electric extern; stabilitatea bistratului suport in conditii extreme de

pH si tdrie ionicd, sau In prezenta lipozomilor si a bacteriilor).

Am stabilit protocoalele de lucru pentru formarea veziculelor unilamelare mici (SUVs), a

bistraturilor lipidice fixate pe suport solid (SLBs), si a veziculelor unilamelare gigant (GUVs),
ce vor fi utilizate ca membrane model ce mimeaza membrana celulelor eucariote, respectiv
bacteriene. Aceste sisteme lipidice au fost testate in cadrul unor experimente control:

» inregistrari de spectroscopie de fluorescentd bazate pe deplasarea spectrului de emisie al
resturilor de triptofan in urma adsorbtiei unor peptide test, ce contin triptofan in structura primara,
la interfata lipozomilor SUVs;

» experimente de microscopie confocala pentru monitorizarea si vizualizarea interactiunii
unor peptide nemarcate/ respectiv marcate fluorescent cu lipozomi giganti;

» Inregistrari de microscopie si spectroscopie de fortd atomica pentru a testa formarea SLBs

pe substrat de micd, in mediu lichid.

Am testat influenta exercitata de parametrii mediului fiziologic (ex.: tipul sarii, tarie ionic3,
pH) asupra cineticii de asociere dintre peptide si porul proteic, in corelatie cu influenta lor asupra
veziculelor care mimeaza celule bacteriene (ex: agregarea veziculelor, alterarea adsorbtiei
peptidelor la interfata lipozomilor). Am ales ca mediu electrolitic pentru desfasurarea
experimentelor viitoare de electrofiziologie moleculara o solutie de 0.5 M KCl, mentinuta la valori

neutre al pH-ului cu 10 mM HEPES, respectiv valori acide ale pH-ului cu 10 mM MES.



Concentratia de sare este suficient de mare pentru a permite monitorizarea corespunzatoare
si analiza fluctuatiilor de curent ionic printr-un singur por proteic de achemolizing, insa suficient de
micd pentru a evita ecranarea electrostaticd semnificativa a sarcinilor electrice de la nivelul
capetelor polare ale lipidelor, al lipopolizaharidelor bacteriene, al peptidelor, respectiv al porului
proteic, care ar conduce la agregarea lipozomilor si a celulelor bacteriene in conditiile atenuarii
respingerii electrostatice, sau la reducerea interactiunii de atractie dintre peptidele cationice si
membrana Incarcatd electric negativ a bacteriilor sau a sistemelor lipidice biomimetice. Sistemul
este stabil in conditii de pH acid, insa trebuie mentionat ca porul de a-HL prezinta o serie de
aminoacizi incarcati la intrarea in lumenul transmembranar al proteinei care confera acestei regiuni
o sarcind electrica neta de -7 la pH = 7. Aceasta incarcare electrica neta negativa este redusa
semnificativ la valori acide ale pH-ului datorita protonarii aminoacizilor bazici, si poate fi astfel

folosita in scopul modularii interactiunii dintre particule incarcate electric si nanoporul proteic.

In cadrul ETAPEI II am continuat investigatiile asupra asocierii peptidelor antimicrobiene la
membrana sistemelor lipidice model (SUVs), prin masuratori indirecte furnizate de monitorizarea si
analiza statistica a curentului ionic mediat de un nanopor proteic la nivelul caruia apar fenomene de
blocaj datorate patrunderii peptidelor libere in lumenul porului proteic si a obstructionarii acestuia.
Astfel de experimente au fost realizate si utilizand celule bacteriene (E. coli) si a fost pusa in evidenta

adsorbtia peptidelor pe suprafata celulelor patogene.

Intr-o alti serie de experimente, am adus modificiri protocolului de lucru astfel incat am pus
bazele unei tehnici de tetectie a bacteriilor bazate pe insasi interactiunea reversibila a acestora cu porul
proteic. Am demonstrat potentialul unei tehnici bazate pe un singur nanopor proteic inserat intr-o
membrana lipidica reconstituitd pentru detectia in timp real a unor bacterii Gram-negative selectate
(Pseudomonas aeruginosa si Escherichia coli) aflate in suspensie apoasa in concentratie de 1.2x108
cfu/mL. Sarcina electrica neta negativa prezenta pe fata externa a bacteriilor promoveaza migrarea
electroforetica a celulelor bacteriene catre un singur por proteic de a-hemolizina (a-HL) inserat
intr-o membrana planara constituita din DPhPC, sub actiunea unui camp electric generat in urma
aplicarii unor diferente de potential transmembranare negative. Migrarea bacteriilor inspre a-HL
este urmata de captura acestora la gura de intrare a porului intr-o maniera modelata prin teoria
clasica Kramers. Utilizand o peptida antimicrobiana specifica ca element de biorecunoastere
moleculara pentru bacteriile utilizate, am aratat ca sistemul de detectie descris are abilitatea de a
combina sensibilitatea tehnicilor de detectie moleculara bazate pe nanopori cu procese de
recunoastere biologica selectiva si subliniaza fezabilitatea unei astfel de platforme bazate pe

nanopori pentru sisteme portabile de analiza si monitorizare a patogenilor de natura bacteriana.

De asemenea, am realizat experimente de microscopie de fluorescenta la nivel de singura

moleculd, pentru a investiga dinamica fosfolipidelor membranare in cadrul bistraturilor lipidice



model cu proprietati mecanice diferite, respectiv dinamica si mecanismele de interactiune ale unor
peptide antimicrobine la nivelul membranei lipozomilor care mimeaza membrane bacteriene,
respectiv membrane eucariote. Rezultatele experimentale au pus in evidenta diferente de mobilitate
lipidica intre membrane cu proprietati mecanice diferite, formate din lipide saturate (DPPC), respectiv
nesaturate (DOPC). Prezenta legaturilor duble in structura cozilor hidrocarbonate ale lipidelor le
confera acestora flexibilitate si creste fluiditatea miezului hidrofob al membranei, facilitand difuzia

moleculelor in planul bistratului.

De asemenea, am studiat procesele de interactiune dintre peptide antimicrobiene si sisteme
lipidice biomimetice care mimeaza membrana eucariota (PC), respectiv bacteriana (PC+PG), incarcata
electric negativ. Rezultatele au aratat ca afinitatea peptidelor cationice este mai mare pentru membrane
care contin PG datorita interactiunilor de atractie electrostatica. A fost pusa in evidenta formarea
agregatelor peptidice (pori) in ambele tipuri de membrane. iIn membrane anionice (PC/PG), au putut fi
detectate si peptide 1n stare monomerica, cu un coeficient de difuzie de aproximativ patru ori mai mare
decat cel al agregatelor. Acestea nu au putut fi observate in membrane neutre (PC), datorita ratei mari

de disociere a peptidelor in absenta interactiunilor de atractie electrostatica.

DESCRIEREA STIINTIFICA SI TEHNICA

Experimente de electrofiziologie la nivel de singura molecula

Metoda de detectie propusa in cadrul acestui proiect se bazeaza pe reactia bimoleculara
reversibila dintre peptide antimicrobiene (AMPs) si un singur por de a-HL inserat intr-o membrana
lipidica suport, a carei rata de asociere depinde liniar de concentratia de peptida libera, si poate fi
calibrata pentru fieacare peptida selectatd, permitand astfel extrapolarea unei concentratii de peptida
necunoscuta. Astfel, prin adaugarea unui al treilea participant la reactie (lipozomi cu compozitie lipidica
diferita sau bacterii) care interactioneaza competitiv prin legarea monomerilor de peptida din solutie
(Fig.1), echilibrul reactiei peptida-por se va deplasa spre stinga. Prin extrapolarea concentratiei de
peptida libera prezenta in sistem in urma adaugarii competitorului (lipozomi, bacterii), se poate evalua
in final afinitatea peptidei pentru acesta.

Astfel, pentru punerea la punct a acestui sistem, am realizat bistraturi lipidice din DPhPC (1,2-
diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) prin metoda Montal & Mueller, in care s-a inserat un singur
por de a-HL.

In cadrul ETAPEI I s-au realizat experimente addugind de partea trans a membranei lipidice

peptida antimicrobiana P8 (HRWWRWWRH-NH).



Peptidele interactioneaza cu porul conform unei reactii bimoleculare simple, asa cum este
exemplificat In figura 1 pentru peptida P8, unde kon si Koff reprezintd constantele de viteza ale reactiilor
directd, de asociere, respectiv inversa, de disociere, dintre peptida si nanopor. In momentul patrunderii
unei peptide in lumenul porului proteic, in curentul ionic Inregistrat prin canalul ionic liber apar
evenimente de blocaj. Ton reprezinta intervalul de timp dintre doua evenimente de blocaj succesive, iar

Toff reprezinta durata unui blocaj, adica timpul de rezidenta al peptidei in interiorul porului.
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Fig.1. Reprezentare schematica a principiului metodei bazate pe nanopori. Peptidele din solutie (rosu) interactioneaza
cu porul conform unei reactii bimoleculare simple si induc blocaje in curentul ionic prin porul liber (sus). in urma
aditiei in sistem a lipozomilor sau a bacteriilor, cinetica de interactiune peptide-por se modifica datorita adsorbtiei
peptidelor la nivelul membranei acestora.

Viteza de asociere a reactiei reversibile, rataon, este inversul timpului mediu ton, iar viteza de
disociere, rataos, este inversul timpului mediu tof. Viteza de asociere a reactiei depinde liniar de

concentratia de peptida, iar constanta de viteza de asociere, Kon, poate fi determinata din panta acestei



dependente (rataon = Kon[P8]). Viteza de disociere a reactiei nu depinde de concentratia de peptida si
este numeric egald cu constanta de viteza de disociere, ko (rataosr = Korr). Am aratat ca frecventa
evenimentelor de blocaj creste cu cresterea concentratiei de sare si, de asemenea, blocajele sunt mai
frecvente la o valoare mai mica a tariei ionice.

La tarie ionica mai mare constanta de viteza de asociere este mai mica. Acest lucru se explica tinand
cont de faptul ca la intrarea in canalul proteic analizat sunt prezenti o serie de aminoacizi Incarcati din
punct de vedere electric care confera intrarii in lumenul porului apos o sarcina neta de -7, la pH neutru.
Astfel, scaderea vitezei de asociere la tdrie ionicd mai mare se datoreaza ecrandrii interactiunilor
electrostatice dintre peptida cationica si sarcina electrica neta negativa de la baza lumenului. Scaderea
observata in rataos Si Kofr Se datoreaza scaderii mobilitatii electroforetice a peptidelor in por (cresterea
intensitatii fortei electroforetice de intarziere datorata norului de contraioni din jurul peptidei, care se
opune miscarii acesteia in campul electric aplicat) odata cu cresterea tariei ionice a solutiei electrolitice,
astfel incat, la tarie ionica mai mare, timpul de rezidenta al peptidelor in interiorul porului este mai mare.

Experimentele ulterioare s-au realizat in solutii de 0.5 M KCI, pentru a evita ecranarea
electrostatica a sarcinilor electrice ce ar conduce la reducerea interactiunilor peptide-lipozomi/bacterii,
lapH=7.

Am adaugat in sistem vezicule unilamelare mici formate din DOPC, respectiv DOPC si DOPG (4:1)
si am determinat cinetica de asociere peptide-por. Rezultatele au aratat ca afinitatea peptidei P8 pentru

membrane zwitterionice este mai scazuta decat cea pentru membrane anionice (care contin DOPG).

De asemenea, am realizat experimente test de alterare a cineticii de interactiune peptide-por in
prezenta unor celule bacteriene (13.6 x107 cfu/mL bacterii E. coli) si am urmarit scaderea in timp a ratei

de asociere a peptidelor cu porul proteic, datorata adsorbtiei peptidelor la interfata bacteriilor (Fig. 2).
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Fig.2. Dependenta de timp a intervalului de timp dintre doua evenimente de blocaj

succesive (stinga), respectiv a ratei de asociere peptide P8-por (dreapta).



Se observa clar o scadere in timp a ratei de asociere peptide P8-por in prezenta bacteriilor E. coli,
datorata scaderii concentratiei libere de peptide de partea cis a membranei, ca urmare a interactiunii
dintre peptidele cationice si membrana incarcata electric net negativ a bacteriilor.

In cadrul ETAPEI II am continuat investigatiile asupra asocierii peptidelor antimicrobiene la
membrana sistemelor lipidice model (SUVs), prin masuratori indirecte furnizate de monitorizarea si
analiza statistica a curentului ionic mediat de un nanopor proteic la nivelul caruia apar fenomene de
blocaj datorate patrunderii peptidelor libere in lumenul porului proteic si a obstructionarii acestuia.
Astfel de experimente au fost realizate si utilizand celule bacteriene (E. coli) si a fost pusa in evidenta
adsorbtia peptidelor pe suprafata celulelor patogene.

In figura 3 sunt ilustrate rezultatele monitorizirii adsorbtiei peptidelor CMA3 la nivelul
membranei bacteriilor E. coli adaugate de partea trans a membranei in concentratii diferite, 1x108
cfu/mL, respectiv 2x108 cfu/mL
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Fig.3. Dependenta de concentratia de bacterii a intervalului de timp dintre doua evenimente

de blocaj succesive (stinga), respectiv a ratei de asociere peptide CMA3-por (dreapta).

Desi asocierea peptidelor CMA3 cu membranele bacteriene si eficienta antimicrobiana a acestora
este doveditd, se observa ca modificarile inregistrate in intervalul de timp dintre doua evenimente de
blocaj succesive, respectiv in rata de asociere dintre peptidele CMA3 si porul proteic sunt minore si
impiedica studiul cineticii de adsorbtie la nivelul membranelor bacteriene prin acesta metoda.

Gradul redus al acestor alterari se datoreaza faptului ca concentratia de peptide adsorbite la
nivelul membranei in aceste conditii experimentale este foarte mica in raport cu concentratia de peptida
liber3, astfel incat modificarile, desi existente, sunt greu de cuantificat.

Un factor important care caracterizeaza selectivitatea peptidelor antimicrobiene si sta la baza
afinitatii crescute a acestora pentru membrane bacteriene, il reprezinta sarcina electrica neta pozitiva a
acestora care interactioneaza electrostatic cu membranele bacteriene incarcate negativ. Un motiv
pentru care afinitatea peptidei cationice P8 (+4|e—|) s-a dovedit a fi mult mai mare decat a petidei

cationice CMA3 (+8|e-|), este reprezentat de prezenta in structura primara a peptidei P8 a 4 aminoacizi



aromatici de triptofan, cu caracter hidrofob, ce prezinta afinitate mare pentru mediul hidrofob al
membranei si care actioneaza ca o ancora la interfata bistratului.

In figura 4 sunt prezentate rezultate experimentale ale interactiunii dintre o peptidd puternic
cationica, CP2 (+13]e-|) simembranele lipozolmilor unilamelari mici ce prezinta in compozitia lor lipide
incarcate negativ (DOPC:DOPG, 2:1). Se observa clar o scadere a ratei de asociere peptide CP2-por in
prezenta unor concentratii incrementale de lipide (SUVs), datorata scaderii concentratiei libere de
peptide de partea cis a membranei, ca urmare a interactiunilor electrostatice putenice dintre peptidele

cationice CP2 si membrana incarcata electric net negativ a lipozomilor.
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Fig.4. Dependenta de concentratia de lipide (SUVs) a intervalului de timp dintre doua
evenimente de blocaj succesive (stinga), respectiv a ratei de asociere peptide CP2-por

(dreapta).

Experimente de electrofiziologie la nivel de singura molecula de investigare a
interactiunilor dintre celule bacteriene si un singur nanopor proteic (metoda de detectie
a bacteriilor)

In cadrul ETAPEI II am dezvoltat un concept original de detectie al unor bacterii Gram-negative
selectate (Pseudomonas aeruginosa si Escherichia coli) pa baza interactiunii reversibile dintre acestea si
un singur por proteic de a-HL inserat intr-un bistrat lipidic reconstituit. Prin exploatarea eficientei de
legare a unei peptide antimicrobiene dezvoltata in colaborare cu partenerii nostri din Coreea de Sud
(CMA3), am testat posibilitatea de a diferentia Intre cele doua tipuri de bacterii cu ajutorul nanoporului
de a-HL. Dezvoltata in viitor, aceasta abordare ar putea fi aplicata in scopul obtinerii de nanosenzori

senzori integrati pentru detectia simultana a unor tulpini bacteriene multiple.

In figura 5 este prezentat principiul experimental al detectiei bacteriilor pe baza unui singur

nanopor de a-HL. In vecinitatea porului proteic, in conditiile aplicdrii unei diverente de potential

8



negative (potential negativ pe electrodul de comanda - trans), bacteriile Incarcate electric net negativ
adaugate de partea trans a membranei sunt atrase electroforetic inspre deschiderea trans a lumenului
a-HL, sub actiunea liniilor de camp electric generat de diferenta de potential transmembranara. Sarcina
electrica neta negativa a bacteriilor este datorata prezentei gruparilor carboxil si fosfat in structura
lanturilor LPS de pe fata externa a bacteriilor, cu valori ale potentialului zeta - masurat in solutii
electrolitice de tarie ionica mica - variind intre -22 si 55 mV pentru E. coli, respectiv-11 si -42 mV pentru
P. aeruginosa. In baza principiului prezentat in figura 5, interactiunile reversibile bacterii-nanopor,
mediate astfel de liniile de cAmp electric generate de diferenta de potential negativa aplicata, induc
blocaje temporare in curentul ionic prin porul proteic de a-HL, ce stau la baza detectiei bacteriilor la
nivel unicelular.

Fig.5. Principiul metodei de detectie a bacteriilor la

nicel unicelular pe baza nanoporului de «o-HL.
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In figura 6 pot fi observate inregistriri tipice ale curentului ionic prin nanopor care arati
modificarile reversibile ale intensitatii acestuia ca urmare a interactiunii celulelor bacteriene cu porul.
Bacteriile (Pseudomonas aeruginosa, respectiv Escherichia coli) au fost adaugate de partea trans a
membranei, intr-o concentratie de 1.2x108 cfu/mL, optima pentru acest tip de inregistrari.

Experimente control au pus in evidenta absenta evenimentelor de blocaj in prezenta
bacteriilor adaugate de partea trans a membranei, dar la diferente de potential aplicate pozitive.

Curentul ionic mediat de a-HL, Inregistrat ca urmare a aplicarii unei diferente de potential AV =
-80 mV, prezinta evenimente de blocaj vizualizate ca fluctuatii rapide ale intensitatii curentului ionic
spre valori absolute mai mici ale acesteia (Fig. 6a, b) ca urmare a coliziunii bacteriilor cu deschiderea
porului, de la valori de ~-28 £ 0.5 pA (por liber) la ~-3.8 + 0.6 pA (por blocat). Aceste evenimente foarte

scurte pot fi vizualizate in imaginile detaliate din figura Fig. 6a, b (zoom-in panels).



Pentru a modela interactiuni, am considerat teoria clasica Kramers ca posibil mecanism care sa
explice procesul de asociere reversibila dintre celulele bacteriene si a-HL. Aceasta considra modelul unei
bariere energetice pe care celulele bacteriene trebuie s-o depadseasca pentru realizarea cu succes a
interactiunii bacterie-por. In cadrul acestui model, dependenta de diferenta de potential aplicati a ratei
de asociere (rateon) bacterie- a-HL trebuie sa fie una exponetiala. Asa cum poate fi observat in figura 7,
rezultatele noastre sunt in acord cu modelul barierei de energie libera conform caruia, celulele
bacteriene tranziteaza vecinatatea porului de mai multe ori inainte de producerea unui eveniment de

blocaj indus de interactiunea bacterie-por.
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Fig. 6. Ilustrarea detectiei individuale a celulelor P. aeruginosa (P.a.), respectiv E. coli (E.c.) cu ajutorul porului de a-
HL. inregistriri originale de curent care arati blocajele reversibile induse in urma asocierii bacteriilor P.a. (a),
respectiv E.c. (b) cu a-HL. Histogramele de amplitudine din dreapta panelurilor evidentiaza obstructia aproape
completa a curentului ionic prin nanopor de catre bacterii. Intervale selectate care caracterizeaza frecventa (ton),
respectiv durata (7o) proceselor de asociere sunt reprezentate in figurile detaliate de sub inregistrarile de curent
ionic. Diagramele scatter plot ale magnitudinii blocajelor de curent in functie de intervalele de timp petrecute in cele
doua stari (por liber, respectiv por blocat) sunt figurate in panelul (c) pentru P.a., respectiv in panelul (d) pentru E.c.
Diferenta de potential aplicata a fost AV = -80 mV.
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Atat in cazul bacteriilor P. aeruginosa, cat si in cazul E. coli, dependenta rateo, = f(AV) a fost astfel

fitatd cu o curba exponentiala in baza legii Van't Hoff-Arrhenius, exprimata prin ecuatia: rate,, = A -

AV-U* s . . - . . s < <
exp (qk - ), unde g reprezinta sarcina electrica efectiva a celulei bacteriene care trebuie sa depaseasca
Bim

bariera energetica U* IntAmpinata la intrarea porului, AV reprezinta diferenta de potential aplicata, ks
constanta lui Boltzmann, iar T, temperatura absoluta a mediului. Constanta A depinde de concentratia
bacteriilor, de coeficientul de difuzie al acestora si de geometria porului. Considerand dimensiunile

similare ale P. aeruginosa si E. coli, am aproximat-o ca fiind aceeasi pentru cele doua tipuri de bacterii.

: . : . AV
Expresia de mai sus poate fi scrisa ca rate,, =1, exp (kq—T), unde termenul constant ry = A-
Bim

*

U P v . N PPN . . o
exp (— T, ) reprezmta rata de asociere in absenjca unul camp electric apllcat. Termenul corespunzator
Bim

barierei energetice U* contine contributii ale interactiunilor de respingere electrostaticd manifestate
intre sarcina neta negativa de pe suprafata bacteriei si intrarea in lumenul nanoporului care este compus
din 14 aminoacizi aspartat (D127 and D128) si 7 lizine (K131) care, la pH neutru prezinta o sarcina
electrica neta negativa (-7|e-|). Pentru suprafata incarcata negativ a bacteriilor, sarcina electrica q este
egala cu -z|e-|, unde z reprezinta valenta electrica efectiv3, iar e- sarcina elementara a electronului.
Valorile obtinute pentru ry si z, determinate In urma fitarii datelor experimentale, sunt sumarizate in

tabelul 1.

Tabelul 1. Valorile ro si z pentru P.a., respectiv E.c., in absenta, respectiv prezenta a 20 pM peptida CMA3 de
partea trans a membranei, la pH = 7.

no peptide + CMA3 [20 uM]
P.a. E.c. P.a. + CMA3 E.c. + CMA3
ro (s1) 0.04 +0.02 0.66+0.17 0.05 +0.02 1.33+0.14
z 0.95+0.10 0.58 +0.09 0.82+0.10 0.48 + 0.04

Desi sarcina electrica neta a suprafetei bacteriilor este mult mai mare, valorile obtinute sunt in
concordanta cu faptul ca sarcina electrica efectiva care contribuie la interactiunea bacteriei cu porul este
de ordinul unei sarcini elementare, intrucat dimensiunile bacteriilor sunt de ordinul micrometrilor, iar
cea a porul de ordinul nanometrilor. Astfel, campul electric generat la nivelul nanoporului in urma
aplicarii unei diferente de potential transmembranre actioneaza asupra unui numar limitat de sarcini
electrice prezente pe suprafata bacteriei, aflate in imediata vecinatate a nanoporului. De asemenea,
trebuie considerat faptul ca lungimea debye pentru o solutie de 0.5 M KClI este aproximativ 0.4 nm, astfel
incat doar un numar limitat de sarcini aflate la extremitatile lanturilor LPS vor interactiona electrostatic
cu inelul de sarcina negativa de la gura porului.

Rezultatele au aratat ca acesta sarcina electrica efectiva care contribuie la interactiunea bacterie-
por este mai mica pentru E. coli decat pentru P. aeruginosa. Acest rezultat creeaza un paradox aparent,
tindnd cont ca rata de asociere a E. coli este mai mare decat cea a P. aeruginosa (Fig. 7). Rezultatele se
explica considerand interactiunile de respingere electrostatica intre sarcina electrica negativa de pe

suprafata bacteriei si inelul de sarcina negativa de la gura porului care creeaza o bariera energetica mai
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mare (U*) pentru P. aeruginosa decat pentru E. coli. Astfel, bacterii cu sarcina neta negativa mai redusa
se vor asocia mai usor cu nanoporul de a-HL.

In continuare, am utilizat o peptidd antimicrobiani cationica cu eficacitate doveditd (CMA3), care
se acumuleaza pe suprafata bacteriilor reducand sarcina netd negativa a acestora, ca un potential
element de recunoastere moleculara menit sa moduleze specific interactiunile bacteie-por.

In figura 8 sunt prezentate inregistriri originale ale curentului ionic prin nanopor si blocajele
induse In urma interactiunilor reversibile bacterie- a-HL in prezenta unei concentratii optime de 20 pM

peptida CMA3 adaugata de partea trans a membranei, atat in cazul P. aeruginosa, cat si in cazul E. coli.

P.a. + CMA3 [20 uM] E.c. + CMA3 [20 uM]
a)
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Fig. 8. inregistriri originale de curent care arati blocajele reversibile induse in urma asocierii bacteriilor P.a. (a),
respectiv E.c. (b) cu a-HL in prezenta a 20 uM peptida CMA3 de partea trans a membranei. Histogramele de amplitudine
din dreapta panelurilor evidentiaza obstructia aproape completa a curentului ionic prin nanopor de catre bacterii.
Intervale selectate care caracterizeaza frecventa (ton), respectiv durata (7o) proceselor de asociere sunt reprezentate
in figurile detaliate de sub inregistrarile de curent ionic. Diagramele scatter plot ale magnitudinii blocajelor de curent
in functie de intervalele de timp petrecute in cele doua stiri (por liber, respectiv por blocat) sunt figurate in panelul
(c) pentru P.a., respectiv in panelul (d) pentru E.c. Diferenta de potential aplicata a fost AV = -80 mV.

Adsorbtia peptidelor cationice pe suprafata bacteriilor determina reducerea sarcinii electrice nete
negative a acestora si micsoreaza astfel forta electroforetica care mediaza captura bacteriilor de catre
nanopor. Analiza scatter plot evidentiaza o scadere a timpului de asociere bacterie-por in prezenta
CMA3, iar cresterea ratei de asociere in urma adsorbtiei peptidelor poate fi observata in figura 7. Timpul
mediu de asociere bacterie-por (ton) scade cu aproximativ 26.5 + 6.2% pentru P. aeruginosa, respectiv
39.3 + 6.9% pentru E. coli, In urma aditiei in sistem a peptidelor. Asa cum a fost discutat anterior, si cum
este ilustrat in figura 9, acest lucru se datoreaza scaderii interactiunilor de respingere elctrostatica la

gura porului, ca urmare a reducerii sarcinii negative de pe suprefata bacteriei.
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Fig. 9. Reprezentare schematica a interactiunilor manifestate intre
bacterie si a-HL la gura porului, care evidentiaza efectul adsorbtiei
peptidelor CMA3 pe suprafata bacteriilor asupra evenimentelor de
captura a bacteriilor. Sarcina electrica neta a peptidelor CMA3 este
de +8|e—| la pH = 7. Contributia acestor sarcini compenseaza sarcina
electrica neta negativa de pe suprafata bacteriei conducand la
scaderea fortei electroforetice dar si, totodata, la scaderea barierei
energetice ce trebuie depasita pentru captura bacteriei de catre
nanopor. Sarcina electrica neta a intrarii in lumenul porului proteic
este de -7|e-|lapH=7.

Pentru a investiga mai departe importanta interactiunilor electrostatice manifestate intre bacterii
si intrarea In lumenul a-HL, am realizat experimente la o valoare acidda a pH-ului solutiei
electrofiziologice, pH = 4, pentru P. aeruginosa. In aceste conditii, cei 14 aminoacizi aspartat (pKa ~3.9)
de la gura porului sunt partial protonati si, ca urmare, sarcina neta negativa de la gura porului este mult
diminuata. In contextul descris mai sus, daca interactiunea bacterie-por este controlati de interactiunile
de respingere electrostatica dintre sarcina superficiala a bacteriei si inelul de sarcind negativa de la gura
porului, diminuarea magnitudinii acesteia din urma ar conduce la o crestere semnificativa a ratei de
asociere bacterie-por. Rezulatele experimentale au fost in deplin acord cu acest rationament, asa cum
poate fi observat in figura 10 si figura 11. Ratele de asociere bacterie-por la pH = 4 sunt doua ordine de

madrime mai mari decat cele la pH neutru.
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Fig. 10. Inregistriri originale de curent care arati blocajele reversibile induse in urma asocierii bacteriilor P.a. in
absenta (a), respectiv prezenta (b) peptidelor CMA3 adaugate de partea trans a membranei, cu porul de a-HL, la pH =
4 Histogramele de amplitudine din dreapta panelurilor evidentiaza obstructia aproape completa a curentului ionic
prin nanopor de catre bacterii. Diagramele scatter plot ale magnitudinii blocajelor de curent in functie de intervalele
de timp petrecute in cele doua stari (por liber, respectiv por blocat) sunt figurate in panelurile de jos.
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Concluzii

In urma experimentelor realizate in cadrul ETAPEI II a proiectului si a rezultatelor obtinute,
am demonstrat pentru prima data un nou principiu de detectie al celulelor bacteriene cu ajutorul
nanoporilor proteici. Am reusit sa detectam si sa distingem intre doua bacterii Gram-negative
diferite: P. aeruginosa, respectiv E. coli, pe baza interactiunilor reversibile dintre acestea si un singur
por proteic de a-HL. Am evidentiat potentialul unei peptide antimicrobiene selectate (CMA3) de a
interactiona specific cu membranele bacteriene si de a altera in maniera diferita sarcina neta negativa
de pe suprafata membranei, si impactul acetei alterari asupra detectiei bacteriilor de catre a-HL.

Rezultatele obtinute la pH acid au evidentiat o posibila abordare de crestere a sensibilitatii
metodei, prin cresterea ratei de asociere bacterie-por si posibilitatea detectiei la valori mai mici ale

concentratiei de bacterie.

Am realizat de asemenea o serie de experimente similare utilizand bacteria Gram-pozitiva
Staphylococcus aureus In concentratie de 5x107 cfu/mL, la valori neutre ale pH-ului. Blocajele de curent
(Fig. 12) ce indica asocierea bacterie-por au putut fi inregistrate si prelucrate statistic la o concentratie
mai mica decat In cazul bacteriilor Gram-negative. Acest fapt poate fi datorat mobilitatii crescute a

bacteriei S. aureus care are dimensiuni mai mici decat cele Gram-negative investigate.

De asemenea, se observa ca durata blocajelor — timpul de rezidenta al bacteriilor in contact cu
porul - este mai mare in cazul bacteriei Gram-pozitive, fapt ce poate contribui la rafinarea unor metode
de detectie care sa discrimineze Intre bacterii Gram-negative si Gram-pozitive. Mai mult decat atat,
analiza blocajelor a revelat si alte diferente majore, cum ar fi prezenta a doua niveluri de blocaj pentru

S. aureus, asa cum poate fi observat in histogramele de amplitudine din figura 12.
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Fig. 12. inregistriri originale de curent care arati blocajele reversibile induse in urma asocierii bacteriilor S. aureus
in absenta (a), respectiv prezenta (b) a peptidelor HP(2-20) adiugate de partea trans a membranei, cu porul de a-HL,
la pH = 7. Histogramele de amplitudine din dreapta panelurilor evidentiaza doua niveluri de blocaj a curentului ionic
prin nanopor de catre bacterii. Diagramele scatter plot ale magnitudinii blocajelor de curent in functie de intervalele

de timp petrecute in cele doua stari (por liber, respectiv por blocat) sunt figurate in panelurile de jos.

De asemenea, in cadrul experimentelor pe bacterii G-pozitive, am utilizat o altd peptida
antimicrobiani cu eficientd doveditd, HP(2-20). In functie de selectivitatea si specificitatea peptidelor
antimicrobiene fata de diferite tipuri de bacterii, aceste molecule au un potential crescut de a fi utilizate
ca element de biorecunoastere moleculara pentru celule bacteriene specifice, marind sensibilitatea

tehnicilor de detectie moleculara bazate pe nanopori.

Experimente de microscopie de fluorescenta

Ca sistem biomimetic pentru membrana celulara am folosit veziculele unilamelare gigant (GUVs)
intrucat dimensiunile lor permit observarea microscopica. Lipidele utilizate pentru a genera GUV-uri au
fost alese in functie de compozifia membranei celulare. Lipidele folosite sunt: dioleoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DOPC), 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamind (POPE) si dioleoil-sn-glicero-3-
[fosfo-rac(1-glicerol)] (DOPG). GUV-urile au fost pregatite prin metoda electroformarii descrisa de
Angelova et al. [Angelova, M.I., Dimitrov, D.S., Liposome electroformation. Faraday Discuss. Chem. Soc.,
1986. 81: p. 303-311]. Astfel, lipidele dizolvate in cloroform sau amestec cloroform:metanol 1:1 intr-o
concetratie de 1mg/ml au fost depuse pe lamele de sticla acoperite cu un strat de ITO (Indium tin oxide).
Solventul a fost evaporat sub vid iar filmul lipidic a fost rehidratat intr-o solutie de zaharoza 250 mM
timp de 3 ore. Pentru observarea la microscopul confocal inversat Nikon Ti-E, aproximativ 100 ul solutie

GUVs a fost diluata in 250 mM glucoza.

In cadrul ETAPEI I, formarea porilor membranari de citre peptide antimicrobiene a fost pusi in

evidenta prin internalizarea in timp a solutiei de fluoresceina in interiorul GUVs. Pentru a vizualiza
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acumularea sau internalizarea peptidelor in GUVs, peptidele au fost marcate fluorescent cu AlexaFluor
488. Peptidele se adsorb la interfata lipozomilor giganti si apar in imagini sub forma unui inel luminos
fluorescent.

In cadrul ETAPEI II am continuat investigatiile prin tehnici de microscopie de fluorescents, prin
studierea dinamicii moleculare a lipidelor din membrane biomimetice model si a peptidelor asociate cu
acestea. Membrana celulara este alcatuita in principal din molecule fosfolipidice constituite dintr-un cap
polar hidrofil si doua cozi hidrocarbonate hidrofobe, ce le confera un caracter amfipatic, esential in
procesul de autoorganizare al lipidelor membranare sub formad de bistrat. Diferente in structura
moleculelor fosfolipidice (Incarcarea electrica neta sau momentul dipolar al capetelor polare, forma
geometrica a moleculei: cilindricd, conica sau con inversat, lungimea sau gradul de saturare al cozilor
hidrocarbonate, etc.) afecteaza proprietatile fizico-chimice ale membranelor biologice.

In cadrul acestui studiu am investigat modul in care compozitia lipidici, in particular gradul de
saturare al cozilor hidrofobe, influenteaza proprietatile unor membrane celulare reconstituite sub
forma de lipozomi giganti (Giant Unilamellar Vesicles - GUVs). Astfel, prin tehnici de microscopie de
fluorescenta la nivel de singura moleculd, am determinat coeficientul de difuzie al lipidelor in planul
membranei lipozomilor.

GUV-urile au fost obtinute prin tehnica electroformarii, avand doua compozitii lipidice diferite:
dioleoilfosfatidilcolina = (DOPC), lipide cu cozi hidrocarbonate nesaturate, respectiv
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), lipide cu cozi hidrocarbonate saturate. Un procent foarte mic din
fosfolipidele constituente, astfel Incat sa permita urmarirea moleculelor individuale, a fost reprezentat
de lipide marcate fluorescent cu TexasRed-DHPE. Dinamica membranei a fost urmarita ulterior cu
ajutorul microscopiei de fluorescenta la nivel de singura molecula. Microscopia de fluorescenta la nivel
de singura moleculd permite observarea semnalelor luminoase emise de molecule individuale marcate
fluorescent. Aceasta tehnica a fost folosita cu succes pentru a urmari mobilitatea proteinelor, peptidelor

sau a lipidelor Intr-o membrana citoplasmatica.
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Fig. 13. Imagini succesive inregistrate cu o frecventa de 30 Hz ale moleculelor
TexasRed-DHPE, intr-un bistrat lipidic DPPC; field (12 pm)2.
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Rezultatele experimentale au pus in evidenta diferente intre cele doua tipuri de membrane,
pentru DOPC obtindandu-se un coeficient de difuzie (Dporc = 3,46%0,04 um2/s) mai mare decat pentru
DPPC (Dppec = 0,98 + 0,01 um?/s). Prezenta legaturilor duble in structura cozilor hidrocarbonate ale
lipidelor le confera acestora flexibilitate si creste fluiditatea miezului hidrofob al membranei, facilitand

difuzia moleculelor in planul bistratului.
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Fig. 14. Dependenta de timp a deplasarii patratice medii (MDS) a fosfolipidelor marcate fluorescent in membrana
lipozomilor giganti cu compozitie lipidica diferita: (a) DOPC, (b) DPPC. Din panta acestor dependente liniare se obtin
coeficientii de difuzie ai lipidelor in membrana GUV-urilor, conform relatiei: MSD= 4Dt, unde D=coeficientul de difuzie,
t= timpul (s).

Peptidele antimicrobiene fac parte din sistemul imunitar Innascut sau nespecific si ofera
protectie impotriva unei game largi de microorganisme patogene. Aceste peptide actioneaza selectiv
impotriva celulelor bacteriene conducand la distrugerea lor. Mecanismele de interactiune presupun
atractia electrostatica dintre peptidele cationice si suprafata incarcata electric negativ a bacteriilor,
insertia in membrana a peptidelor, formarea de pori transmembranari si internalizarea peptidelor in
spatiul citoplasmatic.

Avand ca referintda dinamica membranei, studiul nostru a vizat in continuare interactiunea
peptidelor antimicrobiene LL-37 marcate fluorescent cu AlexaFluor 488 cu membrane celulare
biomimetice ale bacteriei Gram-negative Escherichia coli. Un parametru care reflecta in mod direct
formarea agregatelor peptidice sub forma de pori sau micele este mobilitatea peptidelor pe suprafata
GUVs, studiata prin microscopia de fluorescenta la nivel de singura molecul3, folosind camere video EM-
CCD de mare viteza.

Peptida LL-37 face parte din familia cathelicidinelor care au rol in apararea organismului,
actionand Impotriva inflamatiilor bacteriene. Ca sistem biomimetic am utilizat lipozomi gigant- giant
unilamellar vesicles (GUVs) constituiti din lipide neutre din punct de vedere electric, fosfatidilcolina (PC),
respectiv lipide incarcate electric negativ, fosfatidilglicerol (PG), in proportii variate.

In urma analizei datelor achizitionate, am evaluat mobilitatea peptidelor LL-37 in membranele

biomimetice cu compozitie variata, determinand coeficientul de difuzie al acestora.
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Fig. 15. Histogramele traiectoriilor peptidelor LL-37 in membranele lipozomilor lipidici giganti cu compozitie lipidica
diferita. Din analiza acestora se obtin coeficientii de difuzie ai peptidelor in membrana lipidica a GUV-urilor, conform
relatiei ceficientului de difuzie pentru mobilitati multiple:

Rezultatele obtinute au oferit informatii despre modul de actiune al peptidelor LL-37 asupra
lipozomilor gigant, in functie de compozitia lipidica a acestora, conducand la o mai buna intelegere a
mecanismelor de interactiune dintre peptide antimicrobiene si membranele bacteriene. Astfel, in cazul
lipozomilor giganti alcatuiti din PC se obtine un coeficient de difuzie al peptidei LL-37, corespunzator
agregatelor peptidice formate in urma interactiunii peptide-bistrat lipidic (D= 0,87 0,01 um?/s), iar in
cazul lipozomilor giganti alcatuiti din PC/PG 40% se obtin doi coeficienti de difuzie ai peptidei LL-37, D1
corespunzator agregatelor peptidice formate (D1=0,75 £0,03 pm2/s, 54%), respectiv D, corespunzator
peptidelor individuale care interactioneaza cu bistratul lipidic (D2 = 3,1 + 0,2 um2/s, 46%).

In concluzie:

= Afinitatea peptidelor cationice LL-37 este mai mare pentru membrane care contin PG datorita
interactiunilor de atractie electrostatica.

= A fostpusa in evidentad formarea agregatelor peptidice (pori) in ambele tipuri de membrane.

= Tn membrane anionice (PC/PG), au putut fi detectate si peptide in stare monomerics, cu un
coeficient de difuzie de aproximativ patru ori mai mare decat cel al agregatelor. Acestea nu au
putut fi observate in membrane neutre (PC), datorita ratei mari de disociere a peptidelor in

absenta interactiunilor de atractie electrostatica.
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DISEMINAREA REZULTATELOR

Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul acestui proiect in perioada octombrie 2015 - decembrie
2016 au fost diseminate prin publicarea a doua articole stiintifice in reviste indexate Thomson
Reuters (facor de impact cumulat 9.729), prin 5 prezentari in cadrul unor conferinte
internationale si 8 prezentari in cadrul unor conferinte nationale.

in cadrul acestor manifestiri stiintifice, 3 dintre lucririle prezentate au obtinut 4 premii.
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Articole:
1.

Aurelia Apetrei, Andrei Ciuca, Jong-kook Lee, Chang Ho Seo, Yoonkyung Park, Tudor Luchian, A
Protein Nanopore-Based Approach for Bacteria Sensing, 2016, Nanoscale Research Letters 11:501
(Springer Open - NANO EXPRESS Open Access)

Alina Asandeli, Irina Schiopu, Mauro Chinappi, Chang Ho Seo, Yoonkyung Park, Tudor
Luchian, Electroosmotic Trap Against the Electrophoretic Force Near a Protein Nanopore Reveals
Peptide Dynamics During Capture and Translocation, 2016, ACS Appl. Mater. Interfaces 8(20),
13166 - 13179

Conferinte:

Internationale:

1.

Aurelia Apetrei, Andrei Ciuca, Jong-kook Lee, Chang Ho Seo, Yoonkyung Park, Tudor
Luchian, Tuning the interaction environment for single nanopore-based sensing of Gram-negative
bacterial cells, International Conference on Analytical and Nanoanalytical Methods for
Biomedical and Environmental Sciences - IC-ANMBES 2016, June 29 - July 1, 2016, Brasov,
Romania (poster presentation)

Aurelia Apetrei, Tudor Luchian, Indirect assessment of antimicrobial peptides binding affinity to lipid
bilayers via a single nanopore sensing technique, International Conference on Analytical and
Nanoanalytical Methods for Biomedical and Environmental Sciences - IC-ANMBES 2016, June
29 - July 1, 2016, Brasov, Romania (poster presentation)

Irina Schiopu, Sorana Iftemi, Tudor Luchian, Probing the key metal binding residues in mutant
amyloid peptidesInternational Conference on Analytical and Nanoanalytical Methods for
Biomedical and Environmental Sciences - IC-ANMBES 2016, June 29 - July 1, 2016, Brasov,
Romania (poster presentation)

Andrei Ciuca, Aurelia Apetrei, Jong-kook Lee, Chang Ho Seo, Yoonkyung Park, Tudor
Luchian, Nanopore-based detection of selected Gram-negative bacterial cells, 41st FEBS
Congress*, September 3-8, 2016, Kusadasi, Turkey (poster presentation)

Irina Schiopu, Alina Asandei, Mauro Chinappi, Chang Ho Seo, Yoonkyung Park, Tudor Luchian, A
stop-motion picture of a trapped peptide inside a protein nanopore: electroosmotic flow versus
electrophoretic force,41st FEBS Congress*September 3-8, 2016, Kusadasi, Turkey (poster

presentation)

*The Congress was cancelled by FEBS. An optional closed online presentation opportunity of short duration on the Congress
website was offered after Congress cancellation.

The FEBS Journal 283 (Suppl. 1) (2016) 127-128 DOI: 10.1111 /febs.13808

Nationale:

1.

Aurelia Apetrei, Andrei Ciuca, Jong-kook Lee, Chang Ho Seo, Yoonkyung Park, Tudor
Luchian, Assessing antimicrobial peptides interaction with Gram-negative bacterial cells using a
protein nanopore sensor, 14th National Conference of Biophysics, June 2-4, 2016, Cluj-Napoca,
Romania (oral presentation)

Irina Schiopu, Alina Asandei, Loredana Mereutd, Sorana Iftemi, Tudor Luchian, Effect of Copper on
Amyloid like peptides misfolding, 14th National Conference of Biophysics, June 2-4, 2016, Cluj-
Napoca, Romania (poster presentation)

Corina Ciobanasu and Ulrich Kubitscheck, The N-terminal a-helix of the antimicrobial peptide NKCS,
a mutant of NK-2, is a determinant of pore formation in bacterial membranes, 14th National
Conference of Biophysics, June 2-4, 2016, Cluj-Napoca, Romania (poster presentation)

[sabela Dragomir, Diana Teodorescu-Perijoc, Aurelia Apetrei, Corina Ciobanasu, Studiul
interactiunii dintre peptide LL-37 si membrane biomimetice prin microscopie de fluorescentd la nivel de

19


http://nanoscalereslett.springeropen.com/articles/10.1186/s11671-016-1715-z
http://www.science.research.uaic.ro/bactodet/index_files/FEBS_Journal.pdf

singurd moleculd, Conferinta Nationala "Fizica si Tehnologiile Educationale Moderne" - FTEM
2016, May 13-14, 2016, Iasi, Romania (poster presentation)

5. Isabela Dragomir, Aurelia Apetrei, Corina Ciobanasu, Microscopia de fluorescentd la nivel de
singurd moleculd aplicatd in studiul peptidelor membranar active, Conferinta Nationala "Fizica si
Tehnologiile Educationale Moderne" - FTEM 2016, May 13-14, 2016, Iasi, Romania (oral
presentation)

6. Alexandra Besleaga, Florentina Samoila, Aurelia Apetrei, Lucel Sirghi, Lifetime of tethered lipid
nanotubes, Conferinta Nationala "Fizica si Tehnologiile Educationale Moderne" - FTEM 2016,
May 13-14, 2016, Iasi, Romania (poster presentation)

7. Diana Teodorescu, Cezar Murgoci, Aurelia Apetrei, Corina Ciobanasu, Determinarea coeficientului
de difuzie al lipidelor in membrane biomimetice prin microscopie de fluorescentd la nivel de singurd
moleculd, FARPHYS 2016 - Sesiune de comunicari stiintifice studentesti, October 24, 2015, Iasi,
Romania (poster presentation)

8. Isabela Dragomir, Andrei Ciuca, Aurelia Apetrei, Corina Ciobanasu, Studiul interactiunii dintre
peptide antimicrobiene marcate fluorescent si membrane biomimetice bacteriene, FARPHYS 2015
- Sesiune de comunicari stiintifice studentesti, 24 octombrie 2015, lasi, Romania (poster
presentation)

Premii:

e Irina Schiopu et al. - Premiu pentru cel mai bun poster in cadrul International Conference on
Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical and Environmental Sciences - ICANMBES 2016,
29 iunie - 1 iulie, 2016, Brasov, Romania, acordat de Societatea Romana de Biofizica Pura si Aplicat3,
pentru lucrarea "Probing the key metal binding residues in mutant amyloid peptides"

e Irina Schiopu et al. - Premiu pentru cel mai bun poster in cadrul International Conference on
Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical and Environmental Sciences - ICANMBES 2016,
29 iunie - 1 iulie, 2016, Brasov, Romania, acordat de Filiala romana a ACS - American Chemical
Society, pentru lucrarea "Probing the key metal binding residues in mutant amyloid peptides”

e (Corina Ciobdnasu - Premiu pentru cel mai bun poster in cadrul 14th National Conference of Biophysics
- CNB 2016, 2-4 iunie, 2016, Cluj-Napoca, Romania, acordat de Societatea Romana de Biofizica Pura
si Aplicatd, pentru lucrarea "The N-terminal a-helix of the antimicrobial peptide NKCS, a mutant of
NK-2, is a determinant of pore formation in bacterial membranes"

e Isabela Dragomir - Premiul I in cadrul conferintei nationale “Fizica si Tehnologiile Educationale
Moderne" - FTEM 2016, 13-14 mai, 2016, lasi, Romania, pentru lucrarea "Microscopia de fluorescenta
la nivel de singura molecula aplicata in studiul peptidelor membranar active"

Decembrie, 2016
Director de proiect,

Asist.univ.dr. Aurelia APETREI
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