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ABSTRACT

Nanopores are small (1-100 nm diameter) holes/channels formed in biological
membranes (Fig. 1) or fabricated in synthetic materials (Fig. 2). Permeation of ions
and small molecules through nanopores is common in biological systems. The first
experiments where nanopores were used as single-molecule sensors were perfor-
med in the 90s [1, 2]. The detection principle is based on a monitoring of an ionic
current passing through a nanopore as an electric field is applied across the mem-
brane. Electrically charged particles (e.g. DNA) move in the electric field and block
the ionic current as they pass through the nanopore. A sudden drop of the ionic
current signals a single-molecule translocation event (Fig. 3-5). Nanopore sensors
can give an information about the analyte: its size, structure and bonds stability.
Today, a major topic of interest is the possibility of nanopore DNA sequencing.

In this work we present an introduction to nanopore technology and to current
research related to potential nanopore applications. First, we describe biological
and synthetic nanopores: their structure and methods of fabrication. Next, different
modes of nanopore experiments are presented. In the third section, we focus on
theoretical models and simulations of nanopores. Finally, we present future perspec-
tives for applications with particular reference to DNA sequencing.

Keywords: nanopores, ion current, (bio)-polymer translocation, Poisson-Boltzmann
equation, Poisson-Nernst-Planck equation, molecular dynamics

Stowa kluczowe: nanopory, prad jonowy, translokacja (bio)-polimeréw, réwnanie
Poissona-Boltzmanna, réwnanie Poissona-Nernsta-Plancka, dynamika moleku-
larna
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WPROWADZENIE

Nanopory s niewielkimi otworami (§rednica rzedu 1-100 nm) w bionach bio-
logicznych (np. kanaly jonowe, Rys. 1) lub wytworzonymi w membranach synte-
tycznych (Rys. 2). Przeplyw jondw i translokacja bioczasteczek przez nanopory sa
powszechnymi zjawiskami w uktadach biologicznych. W roku 1991 Bertowi Sak-
mannowi i Erwinowi Neherowi przyznano Nagrode Nobla z medycyny za opraco-
wanie i wykorzystanie metody pomiaru pradu jonowego w kanalach jonowych.

Pierwsze udane eksperymenty wykorzystujace wlasciwosci kanatéw jonowych
do badania przepltywajacego przez niego analitu przeprowadzone zostaly w latach
dziewigédziesigtych ubiegtego wieku [1, 2]. Idea tych eksperymentéw oparta jest
na koncepgji licznika Coultera [3], urzadzenia skonstruowanego w latach pie¢dzie-
sigtych stuzacego do pomiaru liczby oraz objetosci czastek, np. komorek, bakterii
lub wiruséw, umieszczonych w elektrolicie. Uktad pomiarowy sktada si¢ z dwdch
komor wypelnionych elektrolitem, oddzielonych przegroda z otworem o $rednicy
niewiele wigkszej od $rednicy czastek analitu. Za pomocg elektrod umieszczonych
w komorach przykladane jest napiecie elektryczne, powodujace przeplyw jonow
przez otwor. Jezeli w otworze znajdzie si¢ czgstka analitu, ruch jonéw zostaje czes-
ciowo zablokowany co powoduje, ze warto$s¢ mierzonego pradu jonowego maleje.

W przypadku badan nanoporéw uklad pomiarowy wyglada analogicznie. Pod
wplywem przylozonego pola elektrycznego czasteczki posiadajace tadunek elek-
tryczny poruszajg si¢ w kierunku elektrody o ladunku przeciwnym. Jezeli znajda
sie w nanoporze, nastepuje spadek mierzonego pradu jonowego (Rys. 3-5). War-
tos¢ mierzonego pradu zalezy od przylozonego napiecia, geometrii i statycznego
fadunku elektrycznego na powierzchni nanoporu. Analiza wartosci skokéw pradu
oraz ich czasu trwania pozwala na uzyskanie informacji na temat analitu, jego
rozmiardw, struktury a nawet trwalosci wigzan. Eksperymenty z wykorzystaniem
nanoporow cieszg si¢ zainteresowaniem m.in. ze wzgledu na mozliwos¢ zastosowa-
nia w sekwencjonowaniu DNA [4].

W ostatnich latach ukazal sie szereg prac przegladowych omawiajacych rézne
aspekty badan i zastosowan nanoporéw [4-10]. Niniejsza praca omawia budowe
i podstawowe wlasciwosci nanopordw, a takze podaje przyklady modeli teoretycz-
nych, ktére pozwalajg zrozumie¢ wyniki eksperymentalne dotyczace przeptywu
jonow i translokacji polimerdow.

Rysunki przedstawione w niniejszej pracy zostaly wykonane na podstawie
symulacji komputerowych oraz wizualizacji wykonanych w grupie badawczej dyna-
miki proceséw fizykochemicznych Wydziatu Chemii UAM.
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1. BUDOWA NANOPOROW

1.1. NANOPORY BIALKOWE

W organizmach zywych wystepuje wiele rodzajéow bialkowych nanoporéw,
regulujacych przeplyw jonéw i czasteczek do wewnatrz i na zewnatrz komorki.
Odgrywaja one kluczowa role w komunikacji zaréwno miedzy komoérkami, jak
i poszczegolnymi organellami. Aby nanopor biatkowy modgt by¢ stosowany w eks-
perymentach in vitro translokacji biopolimeréw, musi spelnia¢ szereg warunkow.
Po pierwsze, nanopor nie powinien wykazywa¢ duzych fluktuacji pradu jonowego.
Po drugie, wymiary nanoporu powinny by¢ odpowiednie dla érednicy analizowa-
nego biopolimeru, aby umozliwi¢ jego translokacje. Po trzecie, struktura nanoporu
powinna by¢ znana, co umozliwia modyfikacje bez utraty funkcjonalno$ci.

Jeden z pierwszych eksperymentéw ukazujgcych nanopory jako detektory
translokacji pojedynczych czasteczek zostal przeprowadzony w 1994 roku z uzy-
ciem alametycyny [2]. Do najczg$ciej badanych ukladéw nalezg konektor phi29 [11]
oraz, przede wszystkim, alfa-hemolizyna [1].

1.1.1. Alfa-hemolizyna

Alfa-hemolizyna jest naturalnym kompleksem bialkowym wydzielanym przez
bakterie Staphylococcus aureus. Czasteczka hemolizyny umieszczona w dwuwar-
stwie lipidowej, tworzy stabilng strukture o charakterystycznym, podobnym do
grzyba ksztalcie (Rys. 1a). Czasteczka hemolizyny sklada si¢ z siedmiu identycz-
nych monomerdéw utozonych symetrycznie, tworzacych wewnatrz kanal o zmiennej
srednicy od 1,4 do 4,6 nm. Kanal przebiegajacy wzdluz calej czasteczki, umozli-
wia przenikanie wody, jonéw i niewielkich bioczasteczek. W organizmach zywych,
wydzielane przez bakterie monomery alfa-hemolizyny tworza kanal w blonie zaata-
kowanej komdrki, powodujac niekontrolowany przeplyw substancji z i do jej wne-
trza, doprowadzajac w konicu do apoptozy [12].

Dla pH 7-9 i w stalej temperaturze nate¢zenie pradu jonowego ptynacego przez
alfa-hemolizyne jest bardzo stabilne, np. dla 1M KCI i napiecia 120 mV wynosi
ok. 120 pA, za$ wahania natezenia sg ponizej 2% [13]. W roku 1996 Kasianowicz
wraz ze wspolpracownikami [1] przeprowadzili pierwszy eksperyment translokacji
jednoniciowego DNA oraz RNA przez nanopor utworzony przez alfa-hemolizyne
umieszczong w dwuwarstwie fosfolipidowej. Stwierdzono, iz pomiar pradu jono-
wego umozliwia wyznaczenie dlugosci biopolimeru.
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Rysunek 1. (a) Przekrdj poprzeczny czasteczki alfa-hemolizyny. (b) Przekréj poprzeczny czasteczki konektora
phi29

Figure 1. (a) Cross-section of the alpha-hemolysin molecule. (b) Cross-section of the phi29 connector
molecule

1.1.2. Konektor phi29

Genomy wiruséw znajdujg sie w biatkowych otoczkach zwanych kapsydami.
Do utworzenia kapsydu, a takze do transportu DNA lub RNA do jego wnetrza
potrzebna jest energia uzyskiwana z hydrolizy ATP. Transport odbywa sie przez
nanopor zwany konektorem phi29 [14].

Konektor phi29 (Rys. 1b), ma ksztalt stozka, sklada si¢ z 12 identycznych
monomerdw ulozonych symetrycznie wokdt nanoporu o $rednicy od 3,6 do 6,0 nm
i dlugosci ok. 7,5 nm. Powierzchnia czgsteczki w gérnej i dolnej czesci jest hydrofi-
lowa, pomiedzy nimi znajduje si¢ pasmo hydrofobowe [15]. Po modyfikacji struk-
tury w taki sposéb, aby zwiekszy¢ hydrofilowos¢ jej gornej i dolnej czgsci, mozliwe
staje si¢ umieszczenie czasteczki w dwuwarstwie lipidowej. Otrzymany w ten sposéb
uklad wykazuje stabilng i powtarzalng przewodno$¢ [11]. Ze wzgledu na wigksza
$rednice nanoporu, mozliwa jest translokacja wigkszych czasteczek niz przez alfa-
-hemolizyne, np. dwuniciowego DNA i niektdrych bialek.

1.2. NANOPORY SYNTETYCZNE

Wraz z postepem w nanotechnologii, coraz wigkszym zainteresowaniem cie-
sz sie nanopory syntetyczne, ktdre sa bardziej odporne chemicznie, termicznie
i mechanicznie niz nanopory bialkowe a takze moga by¢ stosowane w szerokim
zakresie pH i napiecia. Metody produkcji nanopordéw syntetycznych sg wciaz udo-
skonalane, umozliwiajgc wytwarzanie na masowg skale nanoporéw o rdéznej $red-
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nicy, dlugosci i ksztalcie (Rys. 2). Do najcze$ciej stosowanych materialéw naleza:
polimery, azotek krzemu (Si,N,), tlenki krzemu (SiO,) i glinu (ALO,), oraz - od
niedawna - grafen.

1.2.1. Polimery

W materiatach polimerowych nanopory wytwarzane s3 metodg wytrawiania
chemicznego. Najpierw membrana bombardowana jest ciezkimi jonami (najczesciej
wykorzystywane pierwiastki to Xe, Pb, Au i U) o bardzo wysokiej energii (giga eV),
co powoduje uszkodzenie jej powierzchni. Nastepnie membrane umieszcza si¢
pomiedzy dwiema komorami z elektrodami, wypelnionymi odpowiednio roztwo-
rami: kwasu lub soli i silnej zasady. Pod wplywem pradu elektrycznego nastepuje
zlobienie powierzchni membrany od strony zasady, a po przewierceniu jej na wylot
nastepuje zetkniecie obu roztwordw i ich zobojetnienie. W przypadku tereftalanu
polietylenu [16] oraz poliweglanu [17] stosowany jest staby kwas i NaOH, w przy-
padku poliimidu [18] — KI i NaOCIl.

1.2.2. Pétprzewodniki

Nanopory w cienkich membranach z materiatéw poétprzewodnikowych
wytwarzane s3 kilkoma metodami. Jedna z nich [19] polega na Zlobieniu nanoporu
w azotku krzemu za pomocy strumienia jonéw Ar” o duzej energii (rzedu kilku
keV). Pozwala ona na uzyskanie otworéw o $rednicy nawet 1,5 nm.

Wiercenie nanoporéw w membranie moze tez nastapi¢ przy uzyciu strumie-
nia elektronéw emitowanych przez TEM (elektronowy mikroskop transmisyjny).
Metoda ta umozliwia uzyskanie otworéw rzedu kilku nanometréw w cienkich
i ultracienkich (nawet 10 nm [20]) membranach wykonanych z azotku krzemu,
tlenku krzemu, tlenku glinu lub krzemu poddanego utlenieniu. Wytworzony nano-
por ma ksztalt klepsydry lub dwoch polaczonych stozkéw. Zaleta metody z wyko-
rzystaniem TEM jest mozliwo$¢ sprawdzania wymiaréw nanoporu juz w trakcie
jego wytwarzania.

Do materialéw krzemowych stosuje sie zZtobienie i wytrawianie metodami che-
micznymi [21].
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Rysunek 2.  Przykladowe ksztalty i rozmiary nanoporéw syntetycznych. (a) Nanopor symetryczny w ksztat-
cie podwojnego stozka. (b) Nanopor asymetryczny o ksztalcie pojedynczego stozka. (c) Nanopor
grafenowy

Figure 2. Examples of shapes and dimensions of synthetic nanopores. (a) Symmetric double-conical nano-
pore. (b) Asymmetric conical nanopore. (c) Graphene nanopore

1.2.3. Grafen

W ostatnich latach popularnosé¢ zyskaly nanopory w grafenie, ultracienkiej
membranie o grubosci jednego atomu (ponizej 1 nm). Metoda wytwarzania, uzyta
po raz pierwszy w roku 2008, polega na umieszczeniu grafenu na membranach
z azotku krzemu, a nastepnie wywierceniu w nich otwordéw przy pomocy TEM [22].
Uzyskane nanopory (o $rednicy 2-25 nm) odznaczajg si¢ duza wytrzymaloscia.

Nanopory grafenowe badane sg gléwnie pod katem mozliwosci wykorzystania
w sekwencjonowaniu DNA, zwlaszcza, ze grubo$¢ pojedynczej warstwy jest porow-
nywalna z odlegloscig miedzy nukleotydami. Przeprowadzone dotychczas ekspe-
rymenty [23-25] wykazuja jednak, Ze translokacja DNA nastepuje zbyt szybko, by
mozliwy byl pomiar natezenia strumienia jonéw dla pojedynczych nukleotydow
i koniczne sg dalsze modyfikacje, pozwalajace na spowolnienie ruchu czasteczki.

2. WEASCIWOSCI NANOPOROW

2.1. PRAD JONOWY

Jednym z najwazniejszych parametréw nanoporu jest jego przewodnosé
elektryczna. Nanopor umieszczany jest pomiedzy dwoma izolowanymi elektrycz-
nie pojemnikami z elektrolitem, w kazdym z nich umieszczona jest elektroda, np.
Ag/AgCl (Rys. 3). Stezenie roztworu (np. KCI) jest duzo wyzsze niz fizjologiczne,
czesto rzedu 1 M.
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Rysunek 3. (a) Schemat ukladu do pomiaru pradu jonowego w nanoporze podczas przeptywu jonéw pod
wplywem przylozonego napiecia. (b, ¢) Przykiad sygnatu rejestrowanego dla dwoéch réznych
napie¢ V, >V,

Figure 3. (a) SchemE of a setup for measuring the ion current in a nanopore during ion flow under applied
voltage. (b, c) Example of a signal registered for two different voltages V, >V,

Mierzona zalezno$¢ natezenia pradu od przytozonego napigcia zalezy od geo-
metrii nanoporu, a ta z kolei - od sposobu jego wytworzenia. Nanopory pétprze-
wodnikowe wykonane przy pomocy TEM wykazujg liniowg zalezno$¢ natezenia
od napiecia [20], obserwowang dla szerokiego zakresu stezen [26], co sugeruje, ze
badane nanopory sg symetryczne. Na podstawie zaleznosci przewodnosci od $red-
nicy nanoporu stwierdzono, ze ich ksztalt jest zblizony do ksztaltu symetrycznego
podwdjnego stozka [27].

Przewodnos$¢ nanoporéw zalezna jest takze od tadunku powierzchniowego.
Ladunek powierzchniowy nanoporéw nieorganicznych jest stosunkowo niewielki,
np. dla Si,N, wynosi okoto 0,1 e/nm’ [28]. Dla nanoporéw z politereftalanu etylenu
o niesymetrycznym ksztalcie pojedynczego stozka i powierzchniowym fadunku
elektrycznym rzedu 1 e/nm” natezenie pradu wzrasta z napieciem w sposdb nie-
liniowy, oraz preferowany jest ruch kationéw w kierunku od waskiej do szerokiej
czesci nanoporu [16].

W przypadku azotku krzemu $ciany nanoporu sg naladowane ujemnie, co
powoduje zmniejszenie ruchliwo$ci kationdw, szczegdlnie tych znajdujacych sie
w poblizu, dlatego tez efekt ten jest szczegolnie widoczny dla duzych stezen roz-
tworu [28]. Podobne zachowanie obserwowane jest dla nanoporéw z tlenku krzemu
[27]. W przeciwienstwie do materialéw krzemowych, $cianki nanoporéw wykona-
nych z tlenku glinu natadowane sg dodatnio, dlatego tez powoduja zmniejszenie
ruchliwo$ci jondw oraz spowolnienie ruchu czasteczek obdarzonych tadunkiem
ujemnym, jak np. DNA [29].

Ladunek powierzchniowy jest przyczyna selektywnosci nanoporéw polimero-
wych: w przypadku tadunku ujemnego, kationy oddzialujg ze $ciankami nanoporu
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i mierzony prad dla napi¢¢ ujemnych (anoda umieszczona po stronie szerszego
ujécia nanoporu) jest wigkszy niz dla dodatnich (anoda umieszczona po stronie
wezszego uj$cia nanoporu). Jezeli jednak uzyte zostang kationy wielowarto$ciowe,
np. Ca** lub Co’*, w wyniku oddziatywan przyciagajacych ze éciankami nanoporu
moze ich by¢ w jego wnetrzu na tyle duzo, ze calkowity lokalny tadunek stanie sie
dodatni (tzw. inwersja fadunku) i mierzony prad bedzie przyjmowat wigksze warto-
$ci dla napie¢ dodatnich [30].

2.2. TRANSLOKACJA BIOPOLIMEROW

Nanopory, ze wzgledu na swojg niewielka $rednice, umozliwiaja badanie
przemieszczajacych sie przez nie pojedynczych czgsteczek. W typowym ekspery-
mencie do membrany z nanoporem, rozdzielajacej dwie komory, za pomocg pary
elektrod przyktadane jest napigcie elektryczne. Poniewaz w komorach znajduje si¢
elektrolit o wysokiej sile jonowej, nawet niewielkie napiecie rzedu 0,1 V wiaze si¢
z powstaniem w nanoporze silnego pola elektrycznego, ktére powoduje translokacje
czasteczki przez otwor. Jesli w nanoporze znajduje sie biopolimer, blokuje on cze-
$ciowo przeplyw jondw, co jest widoczne na otrzymanej trajektorii natezenia pradu
jonowego (Rys. 4). Analiza rozktadu czasu, przez jaki czasteczki blokowaly nanopor,
pozwala na uzyskanie informacji o ich strukturze [1].
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Rysunek 4. (a) Schemat ukladu do pomiaru pradu jonowego w nanoporze podczas translokacji polimeru pod
wplywem napiecia. (b) Przykfad rejestrowanego sygnalu

Figure 4. (a) Scheme of a setup for measuring the ion current in a nanopore during polymer translocation
under applied voltage. (b, c) Example of the registered signal

Eksperymenty z zastosowaniem nanoporéw dotyczyly translokacji miedzy
innymi: glikolu polietylenowego [2], jonéw metali [30], zwigzkow kompleksowych
[31] a przede wszystkim polinukleotydéw [1] i polipeptydow [32].
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Kinetyka translokacji biopolimeru zalezy od wielu czynnikéw. Szybko$¢ trans-
lokacji zwieksza si¢ wraz ze wzrostem $rednicy nanoporu, jednak nie w sposob
liniowy, lecz logarytmiczny. Oznacza to, ze ruch czasteczki spowalniany jest, oprocz
lepkosci, takze przez oddzialywania ze $ciankami nanoporu [33]. Im dluzszy biopo-
limer, tym dluzszy czas przebywania w nanoporze. Zaleznos¢ ta réwniez ma cha-
rakter logarytmiczny, co réwniez wigze si¢ z oddzialywaniami czgsteczka - $cianki
nanoporu. W przypadku diugich tancuchéw wplyw majg takze sily dziatajace na
zewnatrz nanoporu, zaréwno pomiedzy fragmentami polimeru jak i miedzy anali-
tem a membrang [33]. Kluczowa rola oddzialywan miedzyczasteczkowych potwier-
dzona zostata réwniez eksperymentami przeprowadzonymi dla réznych tempera-
tur, ktore wykazaly, ze czas translokacji zmienia si¢ w inny sposéb niz wynikaloby
to jedynie ze zmian lepkosci rozpuszczalnika [33].

Innym waznym czynnikiem wplywajacym na szybko$¢ translokacji jest stezenie
elektrolitu. Dzieje si¢ tak w wyniku oddzialywan biopolimeru posiadajgcego tadu-
nek z jonami o przeciwnym znaku. Na przyktad w przypadku DNA o fadunku ujem-
nym, pole elektryczne wywotujace jego ruch przez nanopor jednoczesnie powoduje
przeptyw kationéw w kierunku przeciwnym, co spowalnia translokacje. Tak wigc
wypadkowa szybkos¢ translokacji rosnie wraz ze wzrostem stezenia elektrolitu, jed-
nak efekt ten jest fagodzony przez obecnos¢ oddzialywan z poruszajacymi sie prze-
ciwnie jonami, powodujgcymi zmniejszenie efektywnego pola elektrycznego [34].

Do najczeéciej badanych polimeréw organicznych nalezy glikol polietylenowy
(PEG), ze wzgledu na swoje wymiary: §rednica czasteczki umozliwia jej translokacje
przez alfa-hemolizyne [35, 36]. Po wprowadzeniu PEG do ukfadu, wartosci prze-
wodnoséci zmalaly, a zmierzona amplituda szumu wzrosta, co $wiadczy o interakcji
czasteczek PEG z nanoporem [2]. W przypadku alfa-hemolizyny zaobserwowano,
ze czas przebywania czgsteczki polimeru w nanoporze rosnie wraz z jej dlugoscia,
od pewnego momentu jednak zaczyna maleé, co powigzano z oddzialywaniem
wywieranym przez znajdujacg sie na zewnatrz czescig molekuty [35].

Poniewaz $rednica nanoporéw biatkowych umozliwia jedynie translokacje
polipeptydow i bialek po denaturacji, stosowane sg gléwnie nanopory syntetyczne.
Za ich pomocg zmierzono obje¢to$¢ miedzy innymi surowiczej albuminy wolo-
wej, owoalbuminy, awidyny, streptawidyny i gonadotropiny kosmoéwkowej [32],
[37]. Mozliwe jest takze wyznaczenie fadunku, jaki posiada czasteczka biatka, np.
w zaleznosci od pH roztworu [38]. Poniewaz objeto$¢ molekuly przyjmuje rézne
wartoéci dla stanu natywnego, czgsciowo i calkowicie rozplecionego, mozna rozréz-
ni¢ poszczegdlne konformacje [39]. Za pomocg nanoporéw wyznaczana jest takze
liczba ligandow przytaczonych do czasteczki bialka oraz stata dysocjacji takiego wia-
zania. Przeprowadza si¢ w tym celu pomiary dla biatek przed i po dodaniu ligandu,
a z nich mozliwe jest wyznaczenie objetosci biatka lub kompleksu oraz ich st¢zenia
[40].

W ostatnich latach przeprowadzane s3 eksperymenty translokacji DNA przez
nanopor. Pierwsze wyniki, dla alfa-hemolizyny, zostaty opublikowane w 1996 roku
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przez zespot Kasianowicza [1]. Zaobserwowano, ze liczba skokowych spadkow
natezenia pradu (blokad) rosta wraz ze stezeniem DNA w roztworze, czas blokady
nanoporu byl proporcjonalny do diugoéci badanej czasteczki, a amplituda pradu
jonowego zalezala od rodzaju nukleotydéw, z ktérych zbudowany byt biopolimer
[1]. W przypadku nanoporéw syntetycznych, po odpowiednim dobraniu $rednicy
otworu, mozliwe jest badanie zaréwno jedno- jak i dwuniciowego DNA. W obu
przypadkach kinetyka translokacji zalezy od przytozonego napigcia, dlugosci i kon-
formacji fragmentu DNA [41].

2.3. NANOPOROWA SPEKTROSKOPIA SIL

Spektroskopia sit polega na badaniu zachowania bioczasteczek pod wplywem
dzialania zewnetrznej sily. Zaleta nanoporowej spektroskopii sit (NES) jest moz-
liwo$¢ przeprowadzania eksperymentu bez uprzedniego poddawania analitu che-
micznym modyfikacjom ani unieruchamiania go, jak to ma miejsce w atomowej
spektroskopii sit AFM.

NES umozliwia badanie czgsteczek, ktore sktadaja sie z dwoch czesci o rdznej
$rednicy, przy czym tylko wezsza moze przemie$cic¢ sie przez nanopor. Poniewaz
szersza cz¢$¢ nie moze przedostac si¢ przez nanopor, powstaja naprezenia mecha-
niczne pomiedzy obiema czesciami molekuly, ktére moga doprowadzi¢ do zmiany
struktury np. do rozpadu kompleksu DNA-bialko lub rozplecenia spinki DNA.

Uklad pomiarowy jest podobny jak uktadu stosowanego w przypadku translo-
kacji biopolimeru. Eksperymenty nanoporowej spektroskopii sit przeprowadzane sg
na dwa sposoby [42]. Po przylozeniu niewielkiego napiecia poczatkowego obserwuje
sie przeplyw pradu jonowego i oczekuje si¢ na moment skokowego spadku pradu
(blokadg), $wiadczacym o tym, ze jaka$ czasteczka dostata si¢ do wnetrza nanoporu.
Nastepnie, przyklada si¢ albo zwiekszone napigcie o stalej wartosci (rzedu kilkudzie-
sieciu do kilkuset mV), lub tez przyktada sie napiecie rosnace liniowo (1-10 V/s).
Mierzac prad oczekuje si¢ na zdarzenie polegajace na skokowym wzroscie pradu
(Rys. 5), co jest interpretowanie jako odblokowanie nanoporu np. w wyniku dyso-
cjacji kompleksu, ktorego jeden fragment opuszcza nanopor. Rejestrowany jest czas
blokady nanoporu (rzedu ms) lub warto$¢ napiecia krytycznego (rzedu 10* mV),
przy ktéorym nastapil skokowy wzrost pradu. Po zajsciu zdarzenia napiecie jest
obnizane do czasu, az nastgpi blokada nanoporu przez kolejng czasteczke. W eks-
perymencie rejestruje sie wiele (np. kilkaset) zdarzen, a uzyskane wartosci czasow
blokady lub napie¢ krytycznych poddawane sg dalszej analizie [42].

Do najczesciej badanych ukladow naleza kompleksy DNA z biatkami [32] oraz
spinki DNA [43] w nanoporach zaréwno syntetycznych, jak i alfa-hemolizynie. DNA
uzywane jest nie tylko ze wzgledu na jego wazng rol¢ w biologii i biotechnologii, ale
tez znaczny tadunek ujemny, ktéry ulatwia jego umieszczenie w polu elektrycznym
nanoporu. W zaleznosci od badanego ukladu, odpowiednio dobierana jest §rednica
otworu. Dla komplekséw DNA z enzymami jest to ok. 3,0 nm, poniewaz $rednica



NANOPORY: BUDOWA, WEASCIWOSCL, MODELE, ZASTOSOWANIA 289

jest na tyle duza, aby mogto sie przemiesci¢ dwuniciowe DNA, a jednoczes$nie zbyt
mala aby przepusci¢ cze$¢ bialkowa. W przypadku badania spinek DNA $rednica
nanoporu to ok. 2,0 nm, co pozwala na translokacje pojedynczej nici DNA, a jedno-
cze$nie zatrzymuje np. podwojna helise [43].
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Rysunek 5. (a) Schemat uktadu do pomiaru pradu jonowego w nanoporze podczas rozplatania spinki DNA
pod wplywem napiecia. (b) Przyktad sygnatu rejestrowanego dla statego napiecia. (c) Przyktad
sygnatu rejestrowanego dla rosnacego liniowo napiecia

Figure 5. (a) Scheme of a setup for measuring the ion current in a nanopore during hairpin DNA unzipping
under applied voltage. (b) Example of a signal measured under constant voltage. (c) Example of a
signal measured under voltage ramp

Kompleksy DNA z enzymami badane s3 ze wzgledu na potencjalne zastosowa-
nia w wykrywaniu mutacji DNA. Przyktadem moga by¢ dwa enzymy restrykcyjne:
EcoRI (wyizolowana z E. coli) oraz BamHI (wyizolowana z Bacillus amyloliquefa-
ciens), rozcinajagce DNA w miejscach o okreslonej sekwencji nukleotydéw w obec-
nosci jonéw Mg’*. Kompleks enzymu z DNA dysocjuje w nanoporze, jesli napiecie
jest odpowiednio wysokie. Wykazano, ze warto$¢ napiecia krytycznego zalezy od
zastosowanego enzymu [44] oraz jest silnie skorelowana z sekwencjg nukleotydow,
nawet pojedyncza mutacja powoduje jej obnizenie [44, 45].

Rozplatanie DNA ma miejsce podczas licznych proceséw biologicznych, takich
jak np. replikacja DNA, transkrypcja i interferencja RNA. Eksperymenty nanopo-
rowej spektroskopii sit pomagaja okresli¢ mechanizm tego typu proceséw. W roku
2003 przeprowadzono pierwszy eksperyment z uzyciem alfa-hemolizyny oraz dwu-
niciowego DNA [43]. Zaobserwowano, ze dwuniciowego DNA ulega rozpleceniu
i tylko jedna z nici przemiescila sie przez nanopor. Eksperymenty przeprowadzone
dla trzech réznych struktur spinek DNA i dla szerokiego zakresu napie¢ wykazaty,
ze rozklad czaséw rozplatania mozna opisa¢ funkcja wykladnicza, co wskazuje
na kinetyke reakeji pierwszego rzedu dla procesu rozplatania [46]. W badaniach
z nanoporami syntetycznymi mozna okresli¢ wpltyw $rednicy otworu na kinetyke
procesu. Ponizej $rednicy 1,0 nm translokacja nie nastepuje, a dla szerszych nano-
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pordéw rozplatanie nastgpuje powyzej napiecia krytycznego. Jezeli srednica wynosi
wiecej niz okoto 1,5 nm, warto$¢ napigcia krytycznego roénie, co zinterpretowano
jako translokacje znieksztalconej helisy, kiedy przez nanopor przemieszczaja si¢
obie nici jednoczesnie [47].

3. MODELE NANOPOROW

3.1. METODY MODELOWANIA

Modele nanoporéw mozna podzieli¢ na modele fenomenologiczne, ktére
nie uwzgledniajg struktury molekularnej nanoporu, elektrolitu i membrany oraz
modele molekularne uwzgledniajace dyskretny charakter jonéw, atoméw i molekut
tworzacych uktad nanoporowy. Wéréd modeli fenomenologicznych mozna wyrdz-
ni¢ modele stochastyczne stosowane do opisu losowych rozkladéw czasu blokady
i napigcia krytycznego w nanoporowej spektroskopii sil oraz modele ciagle wyko-
rzystujac rownania makroskopowe Poissona, Boltzmanna i Nernsta dla obliczenia
(zwykle numerycznego) przestrzennego rozkladu potencjatu, gestosci tadunku,
natezenia pradu jonowego, selektywnosci i innych wielkoéci charakteryzujacych
nanopor. Modele molekularne opisujg uklad na réznych poziomach szczegétowo-
$ci: pelnym (ang. all-atom) lub uproszczonym (ang. coarse-grained), wykorzystu-
jac symulacje komputerowe dynamiki molekularnej do wyznaczenia wlasciwosci
nanoporéw. Metoda dynamiki molekularne moze by¢ zastosowana w przypadkach
gdy opis za pomocg réwnan makroskopowych jest nieadekwatny, np. dla bardzo
waskich nanopordéw [48].

3.1.1. Modele stochastyczne

Modele stochastyczne opisuja translokacje i rozplatanie polimeru w nanoporze
jako bladzenie przypadkowe lub dyfuzje po powierzchni energii swobodnej. Naj-
pierw definiowana jest dyskretna (lub ciagta) wspolrzedna translokacji lub rozpla-
tania i konstruowana jest powierzchnia potencjalu $redniej sily U uwzgledniajaca
obecnos¢ (stalego lub zmiennego) potencjalu zewnetrznego. Wspolrzedna procesu
moze by¢ np. liczba nukleotydéw po stronie trans nanoporu lub liczba rozplecio-
nych par nukleotydéw. Dla dyskretnej wspotrzednej m losowy skok w kroku czaso-
wym At do wartoséci m+1 lub m-1 nastepuje zgodnie ze stosowanie dobranymi sta-
tymi szybkosci k (m) i k (m), zaleznymi od wartosci potencjatu sredniej sity U(m-1),
U(m), U(m+1) [49, 50]. Dla ciagltej wspodlrzednej x, wartos¢ w momencie ¢ + At
obliczana jest zgodnie z réwnaniem:

aU (x, t)

i At +7V2DAt (1)

x(t +At) =x(t) — D
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gdzie B = 1/kT jest odwrotnoscig iloczynu stalej Boltzmanna ki temperatury T,
D oznacza wspolczynnik dyfuzji, a R liczbe losowa z rozkladu normalnego [42].
Z teoretycznego punktu widzenia translokacja i rozplatanie polimeréw przedsta-
wiajg problem czasu pierwszego przejscia, gdy proces wychodzi w momencie t = 0
z punktu m, (lub x,) i w losowym czasie T osigga wspoirzedng m, (lub x,) oznacza-
jaca pelng translokacje lub rozplecenie.

Modele stochastyczne s stosunkowo proste i dlatego czas obliczen jest duzo
krétszy niz np. w symulacjach dynamiki molekularnej. Modele te pozwalaja na
wyjasnienie i przewidywanie niektérych wartosci eksperymentalnych, jednak ilo§¢
dostarczanych informacji jest ograniczona.

3.1.2. Modele ciagle

W modelach ciaglych roztwor elektrolitu, $cianki nanoporu oraz membrana
przedstawione sg jako o$rodki ciagle, charakteryzujgce si¢ okreslong wzgledng prze-
nikalnoscig elektryczna &(r), r6zng w réznych punktach r osrodka. Jony w roztworze
opisane sg za pomocg gestosci tadunku elektrycznego p. Réwnanie Poissona:

&V (e(MVe(r)) = _(pp + pe) (2)

wigze warto$¢ potencjatu ¢ elektrycznego w punkcie r z gestoscig tadunku p = p,
+ p,. Indeks p odnosi si¢ do nanoporu, indeks e do elektrolitu, a ¢, oznacza przeni-
kalnos¢ elektryczng prozni. Réwnanie Poissona pozwala wyznaczy¢ rozktad poten-
cjatu ¢ jesli dany jest rozklad tadunku p (Rys. 6a,b). W roztworze elektrolitu rozktad
gestosci jondw w stanie rownowagi mozna opisa¢ za pomoca réwnania Boltzmanna:

Pe = Lizi€no; exp(—ze@(r)/kT) A3)

Polaczenie obu réownan daje rownanie Poissona-Boltzmanna (PB), ktére dla
elektrolitu typu z:z przyjmuje postac:

&V (e(r)Vo(r)) = 2ezn, sinh[ze@ (r)/kT] — pe (4)

gdzie n, oznacza gestos¢ liczbowg jondéw, a z ich fadunek, k to stala Boltzmanna,
a T - temperatura.

Réwnanie PB opisuje rozklad potencjatu ¢ w stanie rownowagi. Jesli interesuje
nas przeplyw jonéw (Rys. 6¢,d) to réwnanie Nernsta-Plancka:

zZien;
Ji = =Di (Vn; + == V0) (5)

wigze strumien J, dla jonu i z gradientem stezenia n, oraz z gradientem potencjatu ¢.
D, jest wspotczynnikiem dyfuzji jonu i. Polgczenie réwnania Poissona z réwnaniem
Nernsta-Plancka daje rownanie Poissona-Nernsta-Plancka (PNP).
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Rysunek 6. Przyktady symulacji typu PB/PNP. (a) Model alfa-hemolizyny umieszczonej w membranie lipido-
wej uzywany w symulacjach PNP. (b) Obliczona energia oddziatywan elektrostatycznych réznych
jonéw w alfa-hemolizynie. (c) Model symetrycznego nanoporu uzywany w symulacjach PNP
przeplywu jonéw. (d) Zaleznos$¢ natezenia pradu jonowego od napigcia dla réznych stezen i roz-
nych elektrolitéw

Figure 6. Examples of PB/PNP simulations. (a) A model of alpha-hemolysin in a lipid membrane used in
PNP simulations. (b) The calculated electrostatic energy for different ions in alpha-hemolysin.
(c) A model of symmetric nanopore used in PNP simulations of ion flow. (d) An ionic current as
a function of an applied voltage for different concentrations and electrolytes

Réwnania BP i PNP sprawdzajg si¢ tylko dla szerokich nanoporéw [48]. Dla
nanoporéw o matych §rednicach znacznie zawyzony jest wplyw ekranowania katio-
néw przez aniony i aniondéw przez kationy, ktory w rzeczywistoéci z powodow
sterycznych jest znacznie ograniczony. Dla szerokich nanoporéw i niskich stezen
oddzialywania jondw ze §ciankami nanoporu i miedzy sobg s na tyle niewielkie, ze
nie wplywaja znaczaco na wynik. Zaleta metody jest prostota i co za tym idzie krétki
czas trwania obliczen. Wsrod programow typu freeware stuzacych do symulacji PB/
PNP mozna wymieni¢ m.in.: 3DPNPSolver [51], APBS [52] oraz PBPNP [53].

3.1.3. Dynamika molekularna

Symulacje komputerowe metoda dynamiki molekularnej wykorzystuja opis
nanoporow, ktory uwzglednia istnienie dyskretnych atomoéw, jondw i czasteczek.
W przypadku duzych uktadéw stosowane sa uproszczenia np. tzw. modele ziarniste
(ang. coarse-grained), w ktorych grupy atoméw modelowane sg jako jedna czastka.
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W symulacji dynamiki molekularnej trajektorie ruchu poszczegélnych atomow
oblicza sie na podstawie réwnania Newtona:

m;i; = =V;U({r;}) (6)

w ktorym i to numer czgstki, m jej masa, r potozenie. Prawa strona réwnania (6)
przedstawia catkowitg sile dziatajacg na atom i. W kazdym kroku czasowym na pod-
stawie polozen atomoéw obliczany jest potencjal uktadu, a z niego, poprzez rozwigza-
nie réownan Newtona (6), nowe polozenia atomoéw. W symulacjach dynamiki mole-
kularnej korzysta si¢ z pol sitowych definiujacych fadunki czastkowe, odleglosci,
katy i energie wigzan. Oddzialywania niewigzace definiowane sg jako suma oddzia-
tywan Coulombowskich i Lennarda-Jonesa. Istnieje szereg programéw stuzacych
do symulacji dynamiki molekularnej, komercyjnych i typu freeware. Z tej ostatniej
grupy najpopularniejsze s NAMD [54] i GROMACS [55].

Dynamika brownowska stanowi opis posredni miedzy modelami ciaglymi
a pelna dynamika molekularng. Jony, $cianki nanoporu i ewentualne inne czastki
znajdujace si¢ wewnatrz nanoporu opisane s3 jako indywidua o okreslonej masie,
fadunku i potozeniu w przestrzeni, natomiast rozpuszczalnik zdefiniowany jest
modelem ciggtym. Ruch jonu o masie m, predkosci v i tadunku g jest opisany row-
naniem Langevina:

m%z—myv+qE+R (7)
gdzie y oznacza wspolczynnik tarcia, E jest suma oddzialywan elektrostatycznych
dziafajacych na jon pochodzacych od innych jonéw, $cianek nanoporu i przylozo-
nego napiecia, R opisuje losowe sily dzialajace na jon, przede wszystkim w wyniku
zderzen z rozpuszczalnikiem. Czas trwania obliczen jest znacznie krdtszy niz w pel-
nej dynamice molekularnej. Do wad metody nalezg trudnosci ze zdefiniowaniem
oddzialywan w ukladach o malej $rednicy i wysokim tadunku. Ponadto nie sg
uwzglednione fluktuacje polozen atoméw tworzacych $cianki nanoporu. Wyniki
uzyskane z symulacji metoda dynamiki brownowskiej, w ktorych duze czasteczki
o ztozonej strukturze drugorzedowej nie sa nieruchome, moga odbiega¢ od spo-
dziewanych [56].

Symulacje dynamiki brownowskiej mozna przeprowadza¢ zaréwno przy uzy-
ciu pakietéw do dynamiki molekularnej, np. GROMACS, NAMD, jak i za pomoca
programow specjalnie do tego typu symulacji przeznaczonych, np. BD_BOX [57]
i GCMC/BD [58].

3.2. PRAD JONOWY
W celu lepszego wyjasnienia zjawiska selektywno$ci nanoporéw oraz zmian

natezenia strumienia jondéw dla ukladéw o réznej geometrii przeprowadzane sg
symulacje réznych typéw. Obliczenia oparte na réwnaniach PNP pozwalajg na opis
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asymetrycznej zaleznosci pradu jonowego od napiecia w nanoporach o ksztalcie
stozka [59] a takze wplywu dlugosci nanoporu i napigcia na selektywnos¢ jonow
[60]. Symulacje Monte Carlo dostarczajg wiecej szczeg6low na temat mechanizmow
obu zjawisk. Za ich pomocg pokazano m.in. w jaki sposob selektywno$¢ nanoporu
zalezy od jego srednicy i stalej dielektrycznej [61]. Symulacje dynamiki Browna
przeptywu jonéw przez alfa-hemolizyne dajg wyniki poréwnywalne z warto$ciami
eksperymentalnymi, wartosci przewodnosci uzyskane z modelu PNP sg jednak
zawyzone [62].

Symulacje dynamiki molekularnej dostarczajg najwiecej informacji o przepty-
wie elektrolitu przez nanopory, trajektoriach jonéw i ich oddziatywaniach z innymi
jonami, rozpuszczalnikiem i $ciankami nanoporu. Symulacje dynamiki molekular-
nej postuzyly np. do opisu wlasciwosci nanoporu - alfa-hemolizyny umieszczonej
w dwuwarstwie lipidowej [63]. Zbadana zostata selektywnos$¢ w zaleznosci od przy-
ozonego napigcia, opracowane zostaly takze mapy potencjatu elektrostatycznego.
W innej pracy wykazano, ze uproszczenie uktadu, poprzez pozostawienie jedynie
trzonu alfa-hemolizyny i zastgpienie blony lipidowej unieruchomiong warstwa
metanu umozliwia uzyskanie wynikéw zblizonych do wartoéci eksperymentalnych
przy jednoczesnym znacznym skréceniu czasu obliczen [64].
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Rysunek 7. Przykladowe wykresy zaleznosci natezenia pradu jonowego od napigcia dla nanoporu (a) syme-
trycznego (Srednica 2,2 nm) (b) asymetrycznego (1,3 nm) wydrazonego w azotku krzemu, uzys-
kane w symulacjach dynamiki molekularnej w programie NAMD

Figure 7. Examples of an ionic current as a function of an applied voltage for (a) a symmetric (2,2 nm dia-
meter) and (b) an asymmetric (1,3 nm) nanopore cut in silicon nitride, obtained from MD simu-
lations in AMD

W przypadku nanoporéw wykonanych z substancji nieorganicznych ksztalt
krzywych nat¢zenie - napiecie zalezy nie tylko od geometrii uktadu (Rys. 7)
i materiatu, w ktérym nanopory zostaly utworzone, lecz takze struktury materiatu.
W symulacjach dynamiki molekularnej, zaréwno podczas przeptywu jondw przez
cylindryczne kanaly wytworzone z krzemionce krystalicznej jak i amorficznej, zaob-
serwowano asymetrie wykresu zaleznosci pradu jonowego od przytozonego napie-
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cia, malejaca wraz ze wzrostem szeroko$ci nanoporu. Dla stopionej krzemionki,
poniewaz $cianki nanoporu sg gtadkie, asymetria nie wystepuje [65].

Model nanoporu utworzonego w materiale polimerowym postal stosunkowo
niedawno [66], poniewaz trudnym zagadnieniem bylo odtworzenie struktury
$cianek nanoporu, bedacej istotnym czynnikiem okreslajacym wiasciwosci trans-
portowe. Model ten zostal opracowany w celu wyjasnienia zjawisk zachodzacych
w nanoporach asymetrycznych, na przykladzie politereftalanu etylenu. Symulacje
dynamiki molekularnej wykazaty, ze pH, a co za tym idzie, stopien sprotonowania
grup karboksylowych polimeru wptywa na selektywnos$¢ nanoporu. Selektywno$¢
wystepuje tylko wtedy, gdy pH jest na tyle wysokie, ze nastepuje dysocjacja pro-
tonéw z grup karboksylowych. Zaobserwowano takze, ze w przypadku obecnosci
w ukfadzie kationéw wapnia, ich powinowactwo do $cianek nanoporu jest wyzsze
niz kationéw potasu, co pomaga w wyjasnieniu mechanizmu zjawiska inwersji
fadunku [66].

3.3. TRANSLOKACJA BIOPOLIMEROW

Aby dokladniej zrozumie¢ mechanizmy procesow, ktérym podlegajg biomole-
kuly w nanoporach, konieczne jest opracowanie modeli teoretycznych, opisujacych
w szczegolnoéci oddzialywania pomiedzy poszczegdlnymi skiadnikami ukladu.
Dzigki takim modelom mozliwe jest tez opracowanie lepszych metod detekeji
czasteczek i manipulacji nimi.

Jeden z modeli, oparty o réwnania Poissona-Nernsta-Plancka, zaklada, ze
w obecnosci czgsteczki polimeru, np. glikolu polietylenowego w nanoporze naste-
puje spadek pradu jonowego poprzez zmniejszenie ilosci jonéw w nanoporze z przy-
czyn sterycznych oraz w wyniku oddzialywan z analitem - ujemnie natadowana
bioczasteczka powoduje zmniejszenie ruchliwo$ci kationdw. Model ten pozwala na
wyznaczenie wartosci spadku pradu jonowego oraz czasu blokady w zaleznosci od
przylozonego napiecia oraz stezenia elektrolitu. Mozliwe jest takze obliczenie ener-
gii oddzialywania jonu z czasteczka polimeru [67].

Symulacje przeprowadzone dla polipeptydéw, opisujace ich translokacje na
poziomie ruchu po powierzchni potencjatu, wykazaly, ze bariera energetyczna
w przypadku molekul pozbawionych struktury drugorzedowej jest bardzo niska,
odpowiadajgca sile 2-6 pN. Mozliwe jest takze wyznaczenie zalezno$ci oddziatywan
analitu z nanoporem w zaleznosci od jego $rednicy. Symulacje pozwolily réwniez na
zbadanie mechanizmu rozplatania w nanoporze bardziej ztozonych struktur [68].

Do najczgsciej badanych struktur naleza polinukleotydy. Poréwnane zostaty
np. wyniki symulacji dynamiki molekularnej wedlug modelu uwzgledniajacego
wszystkie atomy, w tym rozpuszczalnika, oraz symulacji dynamiki Browna, w kto-
rych rozpuszczalnik jest obecny jedynie jako uproszczony model, co pozwala na
znaczne skrdcenie czasu obliczen. Badanym uktadem byta para zasad wewnatrz
nanoporu, poddana dzialaniu pola elektrycznego. Stwierdzono, ze rozklad jonow
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wokot nukleotydéw oraz prad jonowy wyznaczone obiema metodami sg zblizone
i zgodne z wartosciami eksperymentalnymi, a uzyskane wyniki moga ulatwi¢ inter-
pretacje danych do$wiadczalnych [69].

W celu obliczenia poél elektrostatycznych powstalych w membranie pétprze-
wodnikowej zanurzonej w roztworze elektrolitu, nastepnie zbadania ich wptywu
na translokacje¢ polimeru, uzyto dwoch modeli. W réwnan Poissona wyznaczono
charakterystyke pol elektrostatycznych i rozktad jonéw w ukladzie, a nastepnie
za pomocg dynamiki Browna modelowano translokacje polimeru. Wykazano, ze
membrana zfoZona z naprzemiennie naladowanych warstw pétprzewodnika umoz-
liwia kontrole ruchu polinukleotydu, co moze znalez¢ potencjalne zastosowanie
w sekwencjonowaniu DNA [70].

3.4. NANOPOROWA SPEKTROSKOPIA SIL

Nanoporowa spektroskopia sif (NFS) dostarcza informacje o strukturze, dyna-
mice i oddzialywaniach na poziomie pojedynczych czasteczek.
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Rysunek 8.  Przyklad analizy danych uzyskanych z symulacji rozplatania spinki DNA w nanoporze.
(a) Histogramy napie¢ rozplecenia, krzywe teoretyczne (linie ciaglte) i dopasowania (linie przery-
wane). (b) Histogramy napie¢ rozplecenia przeksztalcone do histograméw czaséw rozplecenia

Figure 8. An exemplary analysis of data obtained from hairpin DNA unzipping in a nanopore. (a) Unzipping
voltage histograms, theoretical curves (solid lines) and fits (dotted lines). (b) Unzipping voltage
histograms transformed to unzipping time histograms

Do wyznaczania parametrow kinetycznych z eksperymentéw spektroskopii sit
stosowano modele stochastyczne. Jezeli eksperyment prowadzony jest przy stalym
napigciu, otrzymuje si¢ zestaw czaséw potrzebnych na dysocjacje kompleksu lub
rozplecenie spinki. W przypadku eksperymentéw przy rosnacym liniowo napigciu,
uzyskiwane sg warto$ci napiecia rozplecenia (Rys. 8). Opracowany zostal model
umozliwiajacy uzyskanie parametréw kinetycznych (czas zycia uktadu, polozenie
maksimum bariery energetycznej oraz jej wysoko$¢) z obu typdéw eksperymentow
[42]. Model ten zaklada, ze pod wplywem przylozonego napiecia nastepuje nie-
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odwracalna przemiana w ukladzie, polegajaca na przekroczeniu przez czasteczke
bariery energetycznej w maksimum powierzchni energii sredniej sity. Im wigksze
jest przylozone napiecie, tym bariera jest nizsza.

Inny model pozwala na oszacowanie czaséw translokacji spinek DNA o rdz-
nej strukturze. Na podstawie wynikéw eksperymentalnych skonstruowany zostat
model powierzchni potencjatu, zalezny od sekwencji par zasad, opisany dwoma
parametrami: fadunkiem efektywnym przypadajacym na jedna pare nukleotydow,
oraz stalg szybkosci okreslajacg szybkos¢ translokacji czasteczki. Wyznaczone czasy
translokacji sg zbiezne z warto$ciami eksperymentalnymi, mozliwe jest takze obli-
czenie czaséw dla nowych struktur [49]. Symulacje z zastosowaniem algorytmu
bladzenia losowego traktuja rozplatanie DNA jako ruch po powierzchni poten-
cjalu zalezny od sily zmieniajacej si¢ w czasie, w trakcie ktorego dysocjacji ulegaja
kolejne pary zasad. Wykazano w ten sposdb, ze na rozplatanie wplywaja fluktuacje
termiczne. Stwierdzono takze, Ze czas translokacji nie zawsze wzrasta wraz ze stabil-
nos$cig podwojnej helisy [50].
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Rysunek 9.  Wyniki przyktadowych symulacji dynamiki molekularnej rozplatania spinki DNA w nanoporze
o $rednicy 1,3 nm. (a) Zmiana $redniej odlegtosci (RMS) miedzy atomami C1’ sparowanych zasad
w czasie. (b) Zaleznos¢ liczby nukleotydéw znajdujacych si¢ ponizej przewezenia nanoporu od
czasu. Dla 8 Vi 6,5 V nastepuje catkowite rozplecenie spinki. Napiecie 5 V jest zbyt niskie, aby
rozplecenie mozna bylto zaobserwowaé w czasie 25 ns

Figure 9. Results of sample MD simulations of hairpin DNA unzipping in 1,3-diameter nanopore.
(a) An average distance (RMS) between C1’ atoms of paired bases as a function of time. (b) The
number of nucleotides below nanopore constriction as a function of time. For 8 V and 6,5 V hair-
pin unzips completely. The 5 V voltage is too low to observe unzipping during 25 ns

Symulacje dynamiki molekularnej dostarczaja informacji niemozliwych do
uzyskania eksperymentalnie. Pozwalajg oszacowa¢, w jaki sposob analit oddzialuje
z nanoporem, jaka przyjmie konformacje, a takze w jakiej kolejnosci moga nastapic
poszczegdlne przemiany (Rys. 9). Symulacje takie pozwolily na odtworzenie wyni-
koéw eksperymentu dysocjacji kompleksu enzym-DNA w nanoporze. Stwierdzono
takze, ze enzym znajduje si¢ na zewnatrz nanoporu, a geometria uktfadu znacznie
odbiega od réwnowagowej. Zidentyfikowane takze zostaly pary zasad najmocniej
wigzace sie z czasteczka enzymu [4]. Przeprowadzone zostaly rowniez symulacje
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rozplatania spinki DNA. Potwierdzily one hipotezy dotyczace konfiguracji analitu
w zaleznosci od szerokosci nanoporu. Im $rednica nanoporu wieksza, tym wieksze
prawdopodobienstwo, ze spinka zamiast rozpleceniu ulegnie tylko znieksztalceniu
i obie nici jednoczesnie ulegng translokacji. Podczas symulacji rozplatania, pary
zasad ulegaja kolejno dysocjacji, zaczynajac od znajdujacych sie najblizej pojedyn-
czej nici [47].

4. PERSPEKTYWY: SEKWENCJONOWANIE DNA

Eksperymenty z wykorzystaniem nanoporéw, w tym przede wszystkim trans-
lokacja polinukleotyddw, ciesza si¢ duzym zainteresowaniem ze wzgledu na moz-
liwoé¢ zastosowania nanoporéw do sekwencjonowania DNA [5]. Zastosowanie
nanoporéw w sekwencjonowaniu wydaje si¢ mozliwe, poniewaz warto$¢ mierzo-
nego pradu jonowego przyjmuje wartosci nie tylko zalezne od $rednicy nanoporu,
stezenia elektrolitu i przytozonego napiecia, lecz co najwazniejsze od rodzaju nukle-
otydu.

Badane s3 zar6wno nanopory bialkowe jak i syntetyczne. Modyfikacja alfa-
-hemolizyny poprzez umieszczenie w jej trzonie cyklodekstryny umozliwia utrzy-
mywanie nukleotydu w miejscu przez czas na tyle diugi, aby zmierzy¢ prad jonowy.
Najpierw egzonukleaza powoduje hydrolize nici na poszczegdlne nukleotydy,
a nastepnie trafiajg one do nanoporu [71]. Metoda ta ma jednak zasadniczg wade,
poniewaz nukleotydy moga przechodzi¢ przez nanopor w innej kolejnosci, niz
wystepowaly w nici DNA. Kolejne ograniczenia to niewielki zakres modyfikacji,
ktérym mozna poddawa¢ alfa-hemolizyne, nie zmieniajac jednoczesnie jej wlasci-
wosci oraz mata wytrzymalo$¢ mechaniczna i chemiczna ukladu.

W przeciwienistwie do nanoporéw biatkowych, nanopory syntetyczne mogg
mie¢ dowolng geometrie, sg takze duzo bardziej wytrzymale. Ich wadg z kolei
jest szybkie przemieszczanie si¢ DNA, powyzej jednej pary nukleotydéow w ciggu
10 nanosekund, nawet dla niskich napie¢ (200 mV) [72], co bardzo utrudnia zare-
jestrowanie pradu jonowego z wystarczajacg rozdzielczoscia. Zaproponowano wiele
rozwigzan tego problemu [73-76]. Niektdre polegaja na zastosowaniu elektronicz-
nych czujnikéw, inne - na modyfikacji struktury badanej czgsteczki.

Metody oparte na modyfikacji czasteczki wymagaja jej wczesniejszego przygo-
towania do eksperymentu. W jednej z metod [73] badana czgsteczka DNA najpierw
jest przetwarzana za pomocg enzymu na polimer, kazdy nukleotyd jest kodowany
fragmentem sktadajacym si¢ z dwdch jednostek po 10 par zasad kazda, nalezacych
do dwdch typow. W ten sposob powstajg cztery mozliwe kombinacje jednostek,
kazda koduje inny nukleotyd. Na utworzony w ten sposéb polimer nakladane sg
komplementarne fragmenty oznakowane fluorescencyjnie, ktore oddzielajg sie
kolejno podczas translokacji przez nanopor, emitujac promieniowanie o dwoch bar-
wach, ktorych rejestracja pozwala na identyfikacje kolejnych nukleotydéw wyjscio-
wego DNA [73]. Inna metoda [74] polega na natozeniu na ni¢ DNA jednakowych,
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krotkich oligonukleotydéw o znanej sekwencji. Poniewaz prad jonowy przyjmuje
inng warto$¢ dla struktury jedno- i dwuniciowej, jego pomiar umozliwia okreslenie,
do ktoérego odcinka nici przytgczony jest dany fragment, a tym samym jakg ma on
sekwencje. Poprzez zastosowanie kolejno réznych oligonukleotydéw mozliwa jest
identyfikacja calej sekwencji [74].

Dzigki zastosowaniu czujnika elektronicznego mozliwe jest badanie czas-
teczki bez poddawania jej modyfikacjom. W metodzie poprzecznego transportu
elektronowego stosuje si¢ drugg pare elektrod, prostopadla do osi DNA. Identyfi-
kacja nukleotydéw nastepuje na podstawie zmian mierzonego pradu tunelowego
nastepujacych w miare przesuwania si¢ nici [75]. Innym rozwigzaniem jest uzycie
potprzewodnikowego kondensatora nanoporowego. Ruch naladowanej elektrycz-
nie czasteczki DNA powoduje zmiany rejestrowanego napiecia na kondensatorze
[76]. Obie metody majg jednak wade — wymagaja kontroli nad ruchem czasteczki
w nanoporze, gdyz ma on duzy wplyw na wynik pomiaru.

Ruch czasteczki moze by¢ kontrolowany na kilka sposobdw. Szybko$¢ trans-
lokacji moze zosta¢ zmniejszona przez zwiekszenie lepkosci roztworu, przylozenie
slabszego pola elektrycznego, rozcienczenie elektrolitu i obniZenie temperatury
[77]. Powoduje to jednak oslabienie rejestrowanego sygnatu. Mozliwe jest takze
uzycie pesety optycznej. Do jednego konica DNA przyfaczana jest kulka, ktérej ruch
kontroluje si¢ za pomocg promienia laserowego. Na podstawie pomiaréw polozenia
kulki wyliczana jest sila dzialajaca na DNA. Kontrola polozenia kulki pozwala na
regulowanie szybkosci ruchu DNA [78]. W podobny sposéb dziala peseta magne-
tyczna. Kulka przytaczana do jednego z koncéw polinukleotydu ma wilasciwosci
magnetyczne. Poprzez zastosowanie pola magnetycznego kontrolowany jest ruch
kulki, a co za tym idzie ruch czgsteczki DNA [79]. Poniewaz gradient pola magne-
tycznego mozna zastosowaé wzgledem okreslonej powierzchni, technike t¢ mozna
zastosowac nie tylko do pojedynczych nanoporéw, ale tez do catych matryc. Metoda
»tranzystora DNA” polega na uzyciu membrany zlozonej z pigciu warstw kolejno
metalu i dielektryka (m/d/m/d/m). Poprzez odpowiednie zmiany napigcia przykla-
danego do srodkowej warstwy metalu, mozliwe jest wymuszenie ruchu DNA w spo-
sob skokowy, o wartos¢ rowna odlegtosci dwdch zasad [80].
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