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Nanopores as a modern tool for DNA sequencing

A nanopore-based devices are extremely sensitive analytical techniques, which uses the
electrophoretic translocation of molecules in solution through a nano-scale pores. The na-
nopores, which mimic the functions of natural ion channels, seems to be the promissing tool
for future fast and low-cost DNA sequencing. However, some difficulties in generating usable

sequence data have to be solved. In this article the nanopores were reviewed. In the first part the
development of nanopore technique was described and the ubiquitous presence of nanopores
in living cells was highlighted. Next, the most important part of the principles of nanopore
analysis was described, and the knowledges about biological and solid-state nanopores were
summarized. Also the pros and cons of both kinds of nanopores and different approaches

designed to circumvent the issues were mentioned.
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Uvod

Iontové kanaly selektivné regulujici transport
biomolekul, iontti, protonu i elektroni jsou
nezbytné pro témeét vSechny bunécné procesy.
Tyto procesy se staly inspiraci pro moderni a
rychle se rozvijejici obor nanopo6rovych analyz.
Elektroforeticka translokace analytu pies por
o rozmeérech v fadu nanometrid (nanopér) a
kontinualni méreni zmén elektrického proudu
prochazejiciho nanopérem v diisledku pri-
chodu analyzovanych molekul je vyuzivana
k analyzam proteint i syntetickych nanoma-
terialid. Hlavnim smérem vyvoje soucasnych
nanopdrovych technologii je sekvenovani DNA.
Nanopory, které by bez potieby amplifikace
a znaceni umoznily po izolaci levné a rychle
sekvenovat dlouhé useky DNA jsou objektem
velkého zajmu a vyzvou pro souc¢asnou védu.

Vznik techniky

Na konci 40. let pouzil Wallace H. Coulter ce-
lofan z krabicky od cigaret perforovany horkou
jehlou k tvorbé pristroje schopného pocitat
buriky!. Coulteruv ¢itac, pracujici na princi-
pu detekce odporovych pulsti, se pozdé€ji stal

zakladnim néstrojem hematologie. Snizeni
rozméru perforace do sub-mikrometrovych
jednotek na konci 70. let umoznilo stejnym
zpusobem detekovat i nékolika nanometrové
¢astice vira?. Ackoliv se obecné predpoklada,
ze mechanismus pouzity v Coulterove citaci
byl inspiraci pro nanopdrové technologie a
ackoliv princip jeho fungovani je stejny?, ve
skutecCnosti ji byly Cisté biologické procesy.
Transmembranové pory o rozmeérech nékoli-
ka nanometrid (nanopéry) se nachazi v kazdé
zivé burce. Patii k nim napriklad draslikové
kanaly hERG, které selektivné propousti ionty
do bunék a udrzuji tak v normalu elektrickou
aktivitu v srde¢nich myocytech*. Komplexy
jadernych p6rt (nuclear pore complex) zajistuji
prenos proteinti a nukleovych kyselin mezi
cytosolem a jadrem®. Proteiny tvorici nanopdr
u bakteriofaga phi29 spojuji kapsidu a kréek®.
Virova nukleova kyselina timto titvarem (tzv.
portal vertexem) prochazi do prokapsidy pti
maturaci viru i opousti virus pri infikaci bun-
ky. Zatimco vétsina uvedenych transportnich
mechanismu je zavisla na napéti a zptisobuje
tedy pouze doc¢asnou prichodnost nanopdrii,
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bakterie produkuji toxiny schopné tvotit trvale
prichodné poéry v lipidovych membranach?. S
védomim ubikvitni pfitomnosti proteinovych
nanopo6rt a jejich funkci v bunikach predpokla-
dali David W. Deamer (University of California)
a George Church (Harvard University), Ze po-
kud by byla molekula DNA nebo RNA elektrofo-
reticky protahnuta pérem vhodného priimeéru,
mohly by jednotlivé nukleobaze modulovat
proud prochazejici pérems8. Vyuziti nanop6ra
v oblasti DNA sekvenovani bylo patentovano
vroce 1998°.

Princip fungovani

Meéteni proudu ionttl prochazejicich kanaly
v biomembranach nebo v umélych lipidovych
vrstvach je dnes v neurobiologii a biofyzice
béznou praxi'®!l. At jiZ proteinovy nanopdr
(biop6r) vlozeny v lipidové membrané nebo
nanopor umeéle vytvoreny v pevném, elektric-
ky izola¢nim materialu oddéluje dvé komory
vyplnéné elektrolytem. Aplikace napéti mezi
komory zptisobi priichod ionti elektrolytu
pérem. V pripadé otevieného a neblokované-
ho nanopoéru je detekovan konstantni stejno-
smérny proud, ktery je pouzit jako reference.
V pripadé pritomnosti elektricky nabitého
analytu v elektrolytu je analyt pfitahovan k
elektrodé o opac¢ném naboji, nez je celkovy
naboj molekuly. Nukleové kyseliny, zaporné
nabité vzhledem k pritomnosti fosfore¢nanu,
jsou pritahovany ke kladné elektrodé (anodé).

T T
LIRS CHRECHI

AMPLIFIER

Obr. 1: Ilustrac¢ni schéma aparatury vyuzivané
k analyzam nukleovych kyselin (A). Zesilovac
aplikuje napéti V_a detekuje zmény proudu pro-
chazejiciho hemolysinem I,. Pfi aplikaci napéti
120 mV a pouziti 1M KCI jako elektrolytu pro-
chazi hemolysinem 120 pA referenc¢ni proud, kte-
1y je pti translokaci ssDNA sniZzen na 15 pA (B).

Priichod nukleové kyseliny nanopérem z cis na
trans stranu membrany zptisobuje vzdy ales-
pon ¢astec¢né rozvinuti jeji tercialni struktury.
Vstup, vystup a prichod jednotlivych molekul
analytu nanopérem zputisobuje pokles poctu
iontt prochazejicich p6érem, tedy celkového
proudu prochazejiciho aparaturou oproti refe-
ren¢nimu proudu a je kontinudlné detekovan
jako soubor odporovych pulzi. Zmény procha-
zejiciho elektrického proudu (doba priichodu
analytu nanopoérem td a priimérna amplituda
odporového pulzu 81) pak naznacuji fyzikalné
chemické vlastnosti prochazejici molekuly jako
je jeji konformace, struktura a naboj. Naopak
frekvence snizovani prochéazejiciho proudu
(doba mezi vznikem dvou odporovych pulzii
8t) signalizuje koncentraci analytu. Tyto zmény
jsou detekovany citlivym zesilovacem bézné
uzivanym v patch-clamp technikach (Obr. 1).
Primér péru musi umoznovat priichod analytu
(prameér dsDNA~2 nm) a soucasn€ i dostatecné-
ho mnozstviiontt elektrolytu, jejichz prichod
je sniZovan prifrezem analyzované molekuly.
Nejmensiionty jsou schopny rozlisit struktury
analytu lisici se velikosti jejich hydrodynamic-
kého poloméru (~0.14 nm pro K* a CI)3. Proto
jsou na nanopoérech zalozené techniky schopné
detekovativelice drobné rozdily v polynukleo-
tidovém retézci, jako je napriklad methylace
CpG oblasti DNA'2, Samotné fyzikalni principy
prichodu nukleovych kyselin pérem nejsou i
pres velky zajem védecké komunity dostatec-
né objasnény. Pravdépodobnym diivodem je
komplikovanost samotného procesu. Nékteré
prace naznacuji, Ze samotna translokace se
sklada ze dvou tisektl, béhem kterych probiha
translokace v nepatrné odliSnych rychlostech™.
Vliv na rychlost transokace ma i samotné slo-
zeni polymeru'.

Rozdéleni nanopori
Biopory

Biologické pory vlozené do lipidovych mem-
bran maji oproti solid-state nanop6raim né-
kolik vyhod. Predevsim se jedna o dokonale
jednotnou proteinovou strukturu, ktera je diky
rentgenové krystalografii znama az rozliSeni
jednotek angstromu. Biologickych nanopdri
je navic celd rada a jejich jiz tak heterogen-
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ni vlastnosti mohou byt cilenou mutagenezi
upravovany'®,

Objektem zajmu Johna Kasianowicze byl
na pocatku 90. let a-hemolysin'®". Jedna se
o vodorozpustny protein (33 kDa) izolovany z
bakterie Staphylococcus aureus. Tento protein
je schopen samovolné oligomerizovat v lipido-
vych membranach a tvorit v nich heptamerni
kanal. Dusledkem vzniku kanalu vmembrané
je ztrata osmotického tlaku v burice a jeji lyza.
Tento kandl je priichodny v neutralnim pH i
privysoké iontové sile roztoku a pii potencialu
120 mV na membrané€ jednim hemolysinovym
kanalem prochazi proud 120 pA*®. Predpokla-
dalo se, Ze tento proud odpovida priichodu
Sirokému 2 nm, coz potvrdil detailni popis
struktury heptamerniho hemolysinu'. Nejdtle-
hemolysinu je konstrikce v misté prechodu
vestibulu v 3-barel, v kterém je vnitini kanalek
$iroky 1.4 nm. Kasianowicz poprvé demonstro-
val elektroforeticky transport ssDNA a sSRNA
hemolysinem v roce 1996'8. Detekované rozdily
v translokaci mezi RNA homopolymery (po-
lyadenylovou a polycytidylovou kyselinou) a
DNA homopolymery (polydeoxyadenylovou
a polydeoxycytidylovou kyselinou) potvrdily
potencialni moznost vyuzit hemolysin jako
soucast sekvenovacich metod nové genera-
ce?21, V soucasné dobé€ se ukazuje, Ze hemoly-
sin neni vhodnym nastrojem pro sekvenovani
DNA a v soucasné dobé€ je spiSe vyuzivan k
jinym ucelim jako napt. detekce uridylace
DNA?2, studium struktury peptida a protei-
na?, detekci ionttl a jejich vazbu do DNA?4%,

Druhou nejvice pouzivanou molekulou tvorici
nanopory k analyzam DNA je porin A (MspA).
Tento extrémneé staly hydrofilni transmembra-
novy protein bakterie Mycobakterium smeg-
matis tvori oktamerni komplexy s kénickou
strukturou?®. Z hlediska struktury je MspA
vyhodnéjsi pro nanoporové aplikace nez he-
molysin. MspA poskytuje siln€jsi prochazejici
proudy, navic zde neptisobi rusivy vliv dlouhé-
ho $3-barelu. Oblast konstrikéni zény, v které
je prochazejici proud nejvice citlivy na zmeé-
ny struktury translokovaného polynukleoti-
du, odpovida zhruba délce dvou nukleotidti

(0,5 nm)?. Vzhledem k negativnimu naboji
uvnitt konstrikce MspA, je vZdy nutné cilenou
mutagenezi nahradit negativné nabyté aspar-
tatové zbytky neutralnim asparaginem?®. Bylo
prokazano, Ze geneticky upraveny MspA je scho-
penrozlisit vSechny nukleotidy v ssDNA, pokud
je jeji priichod zpomalovan tiseky dsDNA%.

K dalsim proteiniim tvoricim péry vyuzitych
v nanopoérovych technikach patii aerolysin®°,
Cytolysin A bakterii druhu Salmonella typhi
(ClyA)®!, receptor A pro prijem hydroxamatu
zelezitého bakterie E. coli (FhuA)3?, phi29 pro-
tein 3% a SP1 protein3*.

Rychlé alevné genomové sekvenovani pomoci
biologickych nanop6rii ma ovsem i v soucasné
dobé celou fadu vyzev. Modulace proudu ion-
ta bazemi nukleové kyseliny prochazejicimi
konstrikci hemolysinu je ovliviiovina a rusena
oblasti3-barelu (2 nm v priiméru a 5 nm dlou-
ha). Tato oblast je mnohem delsi nez vzdale-
nost jednotlivych bazi (3.4 A) a tudiz modulace
signalu je diisledkem ptitomnosti 10—15 bazi
v této oblasti®s. Dalsi technickou prekazkou
je rychlost translokace nukleové kyseliny he-
molysinem. Za 1 ps prochazi za standartnich
podminek hemolysinem jedna baze a cca 100
iontt, jejichz celkovy naboj se podili na rozli-
Seni jednotlivych bazi. Tato doba je daleko pod
rozliSovaci schopnosti souc¢asnych komercné
dodavanych detektori. Doba translokace 1 ms
a cca 1000 iontud prochazejicich pérem za tuto
dobu by byla potfeba pro spolehlivou analyzu
sekvence jednotlivych bazi®¢. Zvyseni visko-
zity elektrolytu, snizeni teploty nebo cilena
mutageneze s cilem vneseni do péru kladné
nabité aminokyseliny mohou ¢astec¢né snizit
rychlost translokace nukleovych kyselin pérem,
soucasné vsak dochaziik snizeni mobility iontti
apoklesu detekovanych proudii®”*°. V soucasné
dobé se snaha zpomalit priichod nukleové kyse-
liny nanopdérem ubira smérem vlozeni adaptéri
jako je aminocyklodextrin do lumen biopéru
nebo jeho modifikace enzymem jako Klenow
fragment E. coli DNA polymerazy nebo phi29
DNA polymerazou*©-2,

Solid-state nanopory

Alternativou k proteinovym nanop6rim jsou
nanopdry vytvorené litografickymi technikami
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v pevnych substratech. NejCast€ji se pouzivaji
membrany na bazi kfemiku (SiN, Si )N,Si,N,,
SiO,) ale tfeba i skla*® a grafenu*!. Solid-state
nanopdry maji oproti biopérim vyhodu dobré
mechanické, chemické a teplotni stability. Jejich
rozmeéry a tvar mohou byt libovolné ménény, na
druhou stranu, jsou slozité reprodukovatelné,
majivétsikapacitanci a problémy s Sumem?5-48,
Ultra tenké membrany jsou vyrabény technikou
atomic-layer deposition (ALD), ktera umoznuje
deponovat na relativné velké plochy vrstvy
s vynikajici uniformitou a kontrolovat jejich
slozeni*. Iontovym paprskem jako prvni vy-
robil umeély nanopor v kremikové membrané k
analyze DNA tym pod vedenim Golovchenka>°.

Grafen, dvourozmeérny list atomu uhliku, je
z hlediska nanopdrového sekvenovani nadéj-
nym materiilem. Siika jedné grafenové vrstvy
(0,32— 0,52 nm) odpovida vzdalenosti bazi v
polynukleotidovém retézci.

Drndic et al. vyrobil prvni nanop6r v gra-
fenové vrstveéd! a nasledné ho pouzil k ana-
lyze DNA%2. Ackoliv vzhledem k velmi tenké
grafenové vrstvé tento nanopo6r poskytoval
vys$$i proudové signaly nez nanopdry z jinych
materiald, Sum byl naopak nékolikrat vyssi
vzhledem k pritomnosti perforaciv grafenovém
listu. Grafen by navic mohl byt materialem
vyuzitym pro sekvenovani pomoci detekce pric-
né vodivosti®®, kdy jednotlivé baze v nukleové
kyselin€ translokované solid-state nanopérem
vzhledem Kk jejich riznému chemickému slo-
zeni (hustotam elektronil) prispivaji riiznou
meérou k tunelovému proudu mezi elektrodami
umisténymitransverzalné v oblasti nanoporu.

V ptipadé solid-state nanop6ru existuje stej-
ny problém jako u biologickych, prilis rychla
translokace nukleové kyseliny pérem. Bashir
et al. popsal zpomaleni priichodu DNA pérem
vyrobeného z Al,0,>. Pfi ozafeni amorfniho
nevodivého Al,O, paprskem elektronii dochéazi
k zméné jeho struktury na krystalickou, coz
umoznuje v oblasti péru nejen manipulaci s
nabojem, ale i vytvoreni nanoelektrod a re-
dukci Sumu.

Zaveér
I ptes limitujici faktory, které v soucasné dobé
komplikuji pouziti nanopoéru, se jevi, Ze by

nanopory v budoucnosti mohli hrat vyznam-
nou ulohu v diagnostice a DNA sekvenovani.
Pokroky ve zpomaleni translokace DNA na-
nopdrem, vyrobé solid-state nanoporii a jejich
aplikace do Cipu, nové principy detekce jako
napriklad méreni pri¢né vodivosti®®, pouziti
uhlikovych nanotrubicek jako nanopdri® a
pouziti nanofluidickych diod®¢57 jsou prislibem
rychlych a predevsim cenové dostupnych analyz
lidského genomu.
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