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Introducere

Domeniul nanomedicinei aplicat pe dispozitive pentru diagnostic in vitro (IVD) prezinta
un mare interes la nivel mondial datoritd avantajelor evidente pe care le prezintd: raport
calitate/pret excelent, raspuns rapid, sensibilitate si specificitate si, bineinteles, un impact asupra
mediului foarte scazut. Aceste dispozitive analitice miniaturizate au inceput deja sa fie utilizate
in laboratoarele medicale din afara tarii (si cateva din tara, in mod special dispozitivele utilizate
in genomica), datele statistice indicand pentru viitorii 10-15 ani o adevarata explozie in domeniu.

Acest domeniu al nanotehnologiei implica utilizarea simultand a cunostintelor din mai
multe domenii si discipline stiintifice: medicind, fizica, chimie, biologie, matematica, stiinte
ingineresti etc. Miniaturizarea, paralelismul si integrarea mai multor functii intr-un singur
dispozitiv, bazate pe tehnici provenite din industria electronicd, au condus la o noua generatie de
dispozitive de dimensiuni mici, rapide, sensibile, specifice si ieftine, cum ar fi biosenzorii.
Treptat, acestia vor inlocui multe dintre metodele actuale invechite si laborioase sau se vor
impune ca noi metode de analiza in laboratoarele clinice. Nu foarte multi cercetatori inteleg ca
atunci cand se refera la fabricarea unui biosensor (imunosenzor) trebuie sa se refere la tot ceea ce
contine acesta in intregime, nu Separat numai la strategiile de functionalizare, conexiuni,
traductoare etc. Definitia bosenzorului conform TUPAC, spune ca: biosenzorii sunt dispozitive
analitice compacte ai caror bioreceptori (anticorpi, enzime, microorganism patogene etc.) sunt
integrati sau se afla in contact direct cu un traductor fizico-chimic (electrochimic, optic, termic,
piezoelectric etc.) care transformd semnalul biologic intr-un semnal analitic masurabil [1, 2].
Aceasta este definitia de la care S-a plecat atunci cand s-au inceput studiile din aceasta teza.
Atunci cand elementele de recunoastere biologice sunt anticorpii specifici unui anumit analit din
proba analizatd, biosenzorii se numesc imunosenzori de afinitate, deoarece se poate obtine un
raspuns specific utilizand reactia imuna bazata pe afinitatea dintre antigen si anticorp.

Obiectivele tezei

Scopul tezei de doctorat a fost realizarea si testarea unor biosuprafete din categoria
inlocuiascd multe dintre metodele actuale Invechite si laborioase. Acestea se vor impune ca
dispozitive analitice noi cu grad de aplicabilitate in diagnosticul de laborator.

Obiectivul principal al acestei teze consta in experimentarea unor strategii de realizare
a unor biosuprafete nanostructurate pentru dezvoltarea de biosenzori electrochimici si
biocipuri de tip ,,microarray” cu aplicatii viabile in diagnosticul de laborator.

Strategiile propuse au prezentat un grad de complexitate ridicat datoriti mai ales
interdisciplinaritatii metodelor aplicate, tehnologiei specifice de realizare, cu depunerea
anticorpilor si antigenelor, cu prepararea de reactivi si cu utilizarea unei tehnici de
functionalizare bazate pe formarea de monostraturi autoasamblate (SAMSs) specifice pentru
detectia electrochimica/optica a unui important marker cardiac a infarctului de miocard acut,
proteina de legare a acizilor grasi, fractia cardiaca si o bacterie deosebit de periculoasa pentru
sanatatea publica, bacteria Escherichia coli O157:H7.



Continutul tezei de doctorat

Datorita strategiilor diferite de abordare a temei si anume, cele specifice pentru dezvoltarea

de biosuprafete pentru imunosenzori cu detectie electrochimica si cele pentru dezvoltarea de
biosuprafete de tip microarray cu detectie optica in fluorescenta, structura tezei este diferita de
structura obisnuitd. Deoarece atdt bacteria patogena, E.coli O157:H7 cat si proteina marker
cardiac de legare a acizilor grasi, fractia cardiaca (hFABP) sunt diferite ca structura si functie
biologica, acestea necesita doua abordari diferite de realizare biosuprafetelor cu scopul de a crea
toate conditiile teoretice si experimentale mediului lor caracteristic, pentru a nu interveni foarte
mult in schimbarea structurii tridimensionale a analitilor.
Astfel primul capitol de teorie, cu date de literatura, descrie constructia unor astfel de dispozitive
de la proba biologica pana la momentul detectici. Pe 1anga aceasta parte generala (capitolul 1)
cu date de literatura, celelalte capitole contin cate o parte introductiva referitoare la problematica
tratata si rezultatele originale obtinute in cadrul fiecarui obiectiv propus.

Capitolul 2, sectiunea ,Parte experimentali” prezinta optimizarea biofunctionalizarii
interfetelor pornind de la structura specifica proteinei marker cardiac hFABP si de la
dimensiunea acesteia. Alegerea acestui biomarkers a fost justificata de importanta deosebita pe
care 0 are in diagnosticul infarctului miocardic acut (IMA) unde concentratia sangvina a lui
creste naintea concentratiei celorlali biomarkeri cardiaci. Dar pentru detectia acestui biomarker
e nevoie de o metoda foarte sensibila deoarece are o masa moleculara foarte mica in comparatie
cu ceilalti biomarkeri. Tehnica formarii monostraturilor autoasamblate simple, omogene
(SSAMs) si a monostraturilor mixte (MSAMS) pot constitui tehnicile care, pe langa faptul ca
sunt usor de realizat (o caracteristicd importantd mai ales atunci cidnd se urmareste
comercializarea dispozitivului), pot fi realizate si adaptate in functie de caracteristicile
biomarker-ului ales. Pentru determinarea unui anumit tip de SAM, format prin adsorbtia de
molecule mixte (MSAM) sau a unei singure molecule cu formarea de monostrat omogen, simplu
(sSAM), potrivit detectiei electrochimice directe eficiente a proteinei hFABP, suprafetele de aur
nanostructurate au fost functionalizate cu un amestec mixt de tioli i un amestec omogen format
dintr-un singur tiol. Amestecul mixt de tioli este format din acidul 11-mercaptoundecanoic
(11MUA) si alcoolul 3-mercaptopropanol (3MPOH) in raportul molar de 9:1 (3MPOH:11MUA)
iar monostratul care s-a format a fost denumit mSAMo:. Suprafetele functionalizate cu 11MUA
au fost denumite SSAM. Timpul de imersie in solutia de tioli a fost de asemenea un parametru
important in acest studiu. Eficienta formarii monostraturilor SAMs pe electrozii de aur
(suprafetele plane de aur) poate fi dovedita prin capacitatea acestor monostraturi de a bloca
reactia redox s§i poate fi exprimatd prin compararea separdrii picurilor anodice si catodice
expimata prin AEp (Epa-Epc) din voltamogramele obtinute dupa timpul de imersie.

In Fig. 2.20 (a, b) s-au prezentat voltamogramele ciclice corespunzitoare formarii fiecarui lot de
SAMs dupa 1 minut, 10 minute, 30 de minute si 16 ore. Dupa doar 1 minut se observa o scadere
rapidd a curentului anodic si catodic pentru sSSAM. Dupa 10 minute deja nu se mai observa nicio
reactie a cuplului redox, monostratul devenind neconductiv. Prin comparatie, in cazul
monostratului mMSAMo, blocarea curentului nu se realizeaza total nici dupa un timp mai mare de
imersie. Intodeauna va exista transfer de sarcini citre suprafata electrodului ceea ce face ca acest
monostrat sa nu poata fi folosit pentru dezvoltarea de imunosenzori capacitive pentru detectia



proteinei hFABP deoarece defectele din monostrat permit transferul de electroni catre si dinspre
suprafata marind legaturile nespecifice si prezentand o instabilitate a capacitatii la suprafata.
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Fig. 2.20 Voltamograme ciclice pentru formarea de (a) mMSAM; si (b) sSSAM dupa diferiti timpi de
imobilizare. Solutia electrolit este PBS (pH=7,4) si contine cuplul redox Fe(CN) 3/* | viteza de
scanare 100mV/s [145]

Pentru fiecare lot SAM s-au inregistrat spectrele de impedanta Nyquist (-Z vs Z)
prezentate in Fig. 2.21 corespunzdtoare celor 4 timpi de imersie in solutiile de tioli iar dupa fitare
s-au calculat parametrii circuitului echivalent corespunzator [145]. Valorile obtinute sunt in
concordantd cu observatiile facute dupa inregistrarea voltamogramelor prezentate in Fig.2.20.
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Fig. 2.21 Reprezentari Nyquist (-Z’’vsZ’) pentru loturile SAM (MSAM; si 0SAM) dupa diferiti
timpi de imersie: i) martor, ii) Imin, ii) 10 min, iii) 30 min, iv) 16 h pentru cele doua loturi:mSAM;
si SSAM [145].

Gradul de acoperire al suprafetelor cu tioli pentru cele doua loturi SAMs poate fi evaluat

procentual dupa formula:

0= (1 __ Rgtinainte de depunere tioli) x100 (3)

R tdupa depunere tioli

Valorile gradului de acoperire sunt in concordantd cu observatiile facute dupa
inregistrarea voltamogramelor. Astfel, se observa cresterea rapidd a gradului de acoperire dupa
primul minut pentru sSAM, dupa care urmeaza o stationare atribuitd ordonarii monostratului,
acesta atingdnd valoarea maxima a gradului de acoperire abia dupa 16 h, cu un procent de
acoperire de 95,8 % pentru hSAM. Spre deosebire de hSAM, valorile rezistentei la transferul
electronic creste usor pana la 30 de minute si abia atinge valoarea de 61,7% dupa 16 ore de
imersie, conform Tabelului 2.8.



Tabel 2.8 Valori grad de acoperire la diferiti timpi de imersie in tioli [147]

Timpi de sSAMs MSAM?
imersie 0 (%) 0 (%)
0 - -

1 min 76,0 8,5
10 min 90,6 8,4
30 min 92,0 31,3
16 h 95,8 61,7

Dupa activare cu EDC si Sulfo-NHS, majoritatea grupelor carboxil se transforma in
esteri N-hidroxisuccinimida, proces ce va determina incetarea interactiilor repulsive la interfata
electrozilor cu probele anionice ale cuplului redox si prin urmare astfel se vor favoriza reactiile
de tranfer de electroni catre suprafetele electrozilor. Se observa in figura 2.27 ca monostraturile
devin mai putin izolatoare dupa reactia de activare cu EDC/NHS cu cresterea curentilor de pic
pentru monostratul sSSAM in concordantd cu o scaderea rezistentei de transfer electronic la
suprafatd cu sSSAM inregistratd dupa activare asa cum se poate vedea in Fig. 2.26 din spectrul de
impedanta [145].
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Fig. 2.26 Reprezentare Nyquist (Z’ vs Z’’) pentru Fig. 2.27 Voltamograme ciclice pentru

sSAM pentru i) Martor aur, i) Martor aur+sSAM,  étapele  bio-functionalizirii  sSAM  (d)
voltamograme ciclice pentru etapele bio-

lii) Martor aur+sSAM+EDC/NHS, iv) Martor aur+ functionalizarii electrozilor modificati cu

sSAM+EDC/NHS+anti-hFABP+BSA [ 145] SSAM (Solutia electrolit este PBS (pH=7,4)
ce contine cuplul redox Fe(CN) ¥ | viteza
de scanare 100mV/s) [145]

Rezultatele masuratorilor de impedanta au aratat ca diametrul semicercului reprezentarii
Nyquist (Z’° vs Z) creste proportional cu cresterea concentratiei de hFABP adaugata, ceea ce
demonstreaza ca reactia cu protein hFABP a avut loc.

Pentru evaluarea interactiei dintre hFABP si biosuprafata construita, datele au fost

: . (Rey) . . :
normalizate utilizand raportul ﬁ unde (Rct)ci reprezintd rezistenta de transfer electronic
¢t/co

inregistratd dupa incubarea electrozilor de lucru biofunctionalizati (SSAMs/EDC/NHS/anti-
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hFABP/BSA cu diferite concentratii de hFABP si (Rct)c este rezistenta la transferul electronic
0

inainte de incubarea cu hFABP (probe blank fard proteind). S-a constatat cd exista o dependenta
liniard intre acest raport si logaritmul concentratiei de hFABP. A fost observata o liniaritate buna
pe domeniul concentratiilor de hFABP cuprins intre 0.098 ng/mL-100 ng/mL. Ecuatia liniara,
coeficientul de regresie liniard, limita de detectie si sensibilitatea biosuprafatei construite pentru
detectia acestui biomarker au fost trecute in Tabelul 2.11 [145].

Tabel 2.11. Parametri dreptei de calibrare in PBS

Parametri Electrod sSSAMS/EDC/NHS/ anti
dreptelor de hFABP/BSA

calibrare
Ecuatia liniara ~ RctCi/RctC0=0.891+0.954 log Chraspr
Coeficient de R?=0.978

corelare

Limita de 524 pg.ml !

detectie
Sensibilitatea 0.954 ml.pg*

_Z" [m]

0 vii
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
2'1kQ)]

Fig. 2.32 Reprezentarea Nyquist (Z’’ vs Z’) si graficul curbelor de calibrare (stinga sus) pentru
biosuprafetele functionalizate cu sSAM dupa reactia cu hFABP in solutia de tampon PBS;
concentratii hFABP (i) 0 ng/mL, (ii)0,098 ng/mL, (iii) 1,56 ng/mL, (iv) 3,125 ng/mL, (v) 6,25ng/mL vi)
50 ng/mL, (vii) 100 ng/mL[145]

Specificitatea biosuprafetei SSAMS/EDC/NHS/anti-hnFABP/BSA a fost testatd prin
adaugarea de 5 concentratii de proteinda hFABP in serul uman de control care contine o
multitudine de alti analiti (enzime, proteine, electroliti etc). Studiului specificitatii
biosuprafetelor este foarte important deoarece interactiile nespecifice dintre suprafetele
electrozilor si alti analiti din probele reale de ser ar putea sa duca la reactii fals pozitive sau fals
negative. Prin urmare, alte 5 suprafete din fiecare lot au fost incubate cu ser uman de control in
care s-au introdus 5 concentratii de hFABP: 98 pg/mL; 3.125 ng/mL; 12.5 ng/mL; 50 ng/mL si



100 ng/mL pentru 30 min la 37°C, apoi s-au spalat cu PBS si s-au inregistrat spectrele de
impedanta. Rezultatele sunt prezentate in Fig. 2.33 (a si b) [145].
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Fig. 2.33 Reprezentarea Nyquist (Z’’ vs Z’) si dreapta de calibrare (stinga sus) pentru suprafetele
SSAMS/EDC/NHS/ anti hFABP/BSA dupa imunoreactia cu hFABP in ser uman:PBS (1:1);
concentratii de hFABP i) 0 ng/mL ii) 0,098ng/mL; iii) 3.125 ng/mL; iv)12.5 ng/mL; v) 50 ng/mL si
vi)100 ng/mL[145]

S-a demonstrat ca aceste biosuprafete nu pot fi utilizate pentru detectia directa, prin EIS,
a biomarkerului cardiac hFABP utilizand probe reale deoarece nu prezinti specificitate. In
concluzie, raportul mare intre 11MUA si 3MPOH nu este o alegere buna pentru detectia
proteinei biomarker hFABP deoarece au loc adsorbtii nespecifice dar nici un raport maxim intre
cei doi compusi nu este o variantd buna. De aceea optimizarile au continuat dar pe biosuprafete
nanostructurate interdigitate de aur integrate de tip imunosenzor deoarece s-a dorit obtinerea
unui timp mai bun de reactie.

Etapele de functionalizare cu SAMs si biofunctionalizarea cu anticorpii anti-hFABP
(formarea biosuprafetelor) au fost verificate morfologic cu tehnica AFM. De asemenea cele mai
importante vibratii de legatura dupa formarea monostraturilor autoasamblate si dupa
imobilizarea anticorpilor anti-hFABP au fost determinate cu spectrometria in infrarosu cu
transformata Fourier FTIR-ATR. Determinarea constantelor de afinitate a reactiei imune a fost
determinate cu tehnica actuala ELISA.

Demonstrarea functionalitdtii finale a biosuprafetelor nanostructurate, pentru detectia
proteinei marker cardiac hFABP, a fost realizata si prin folosirea lor ca parte integranta a unor
imunosenzori capacitivi interdigitati, reactia cu proteina hFABP avand loc cu ajutorul unei
platforme microfluidice a carei schema bloc este prezentata in Fig. 2.36.
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Fig. 2.35 Schema bloc platforma imunosenzori [147]

In schema bloc a platformei de imunosenzori din Fig.2.35 s-au facut notatiile: 1- recipient cu
calibrator/ proba biologica sau solutii de spalare; 2- tub capilar transport probe/solutii de spalare;
3- micropompe peristaltice; 4- sistem de microvalve, canale si rezervoare; 5- imunosenzor cu
aria activa reprezentatd de electrozii de aur interdigitati (EIDA); 6- sistem de evacuare
calibrator/proba biologica/lichid de spalare; 7- bloc electronic de masurare si amplificare semnal
Agilent; 8- sistem PC de inregistrare date.

In experimentele de EIS s-a urmirit comportarea capacitivd (neconductivi) a celor trei
tipuri de suprafete functionalizate SAMs: mSAM1, mMSAM: si sSSAM. Se cunoaste din literatura
ca stratul SAM este vazut ca un strat cu comportare capacitiva ideala atunci cand ungiul de faza
¢ este >88° si este considerat un capacitor slab cand ¢ <87° pe domeniul de frecvente 1kHz-
50Hz [101,146, 152]. Aceasta comportare capacitiva s-a determinat din diagrama Bode (¢ vs
frecventd) realizata dupa 24 h de imersie in tioli care ne arata care dintre cele 3 suprafete se
apropie de o comportare capacitivd ideald la un unghi de faza de 90°. In Fig. 2.38 s-a prezentat
diagrama Bode (¢ in functie de frecventa) pentru experimentele cu cele 3 suprafete in domeniul
de frecvente 1 Hz-10° Hz dupi imersia timp de 24 h in solutiile de tioli [147].
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Fig. 2.38 Diagrama de fazia Bode Plot (¢ vs frecventd) pentru mSAM:, mSAM; si sSSAM; in
circuitul echivalent din figuri Rs este rezistenta solutiei, Cq capacitatea stratului dublu electric, Re
rezistenta de transfer electronic la suprafata electrodului [147]

Voltamogramele ciclice pentru electrozii de aur functionalizati cu mSAM1, MSAM: si
sSAM pentru diferite perioade de timp au aratat ca dupa 24 h blocarea curentilor (anodic si
catodic) s-a realizat total pentru SSAM si pentru mSAMzi, dar pentru mSAM:2 nu s-a obtinut
aceasta blocare nici pentru periode mari de timp (24 h). mSAM: prezinta defecte in monostrat pe
unde electronii pot patrunde si ajunge la suprafatd, cauzand astfel o crestere a capacitatii
monostratului mult mai pronuntata decat cea in cazul mSAM; si sSSAM. Procentul mic de MUA
in amestec cauzeaza formarea de defecte in substrat ce favorizeaza transferul ionilor negativi
Fe(CN)s®>7* citre suprafata electrodului de aur/mSAMz si, prin urmare, proprietitile de izolare
ale acestui monostrat scad iar comportarea capacitiva a acestuia este mult diminuata, asa cum se
poate vedea si in reprezentarea Bode

Principiul metodei de imunodetectie in cazul imunosenzorului capacitiv este urmatorul:
imobilizarea proteinei hFABP pe biosuprafetele nanostructurate mSAMzi/anti-hFABP/BSA si
respectiv pe sSAM/anti-hFABP /BSA produce o crestere a grosimii stratului, ceea ce determina
modificarea capacitatii totale pentru fiecare biosuprafatda conform ecuatiei:

1/C,=1/Cg,, +1/C,,, +1/C, (2.3) [159]

unde C; este capacitatea totala la suprafatd, Csam este capacitatea stratului SAM, C, capacitatea
stratului biologic de recunoastere depus si Ca capacitatea stratului difuz. Deoarece Cg,,

prezintd proprietati izolatoare foarte bune (demonstratd pentru mSAM; si sSSAM 1n diagrama
Bode, Fig.2.39), aceasta impreund cu capacitatea stratului difuz (care este destul de subtire cu o
rezistentda a solutiei mica) prezinta capacitati mult mai mari decat capacitatea stratului biologic
de recunoastere format dupa depunerea anticorpilor si a proteinei BSA. Daca folosim ecuatia
(2.3), deoarece capacitatile sunt subunitare, putem sa spunem ca valoarea capacitatii totale este
dominata de modificarile de capacitate aparute dupa reactia anticorpilor imobilizati cu proteina

hFABP. Metoda potentiostatica intr-o singura etapa a fost aleasa pentru masuratorile de
11



capacitate pe imunosenzorii biofunctionalizati deoarece la aplicarea unui voltaj mic (maxim 100
mV) la frecventa mica de 1kHz experimentele pot fi descrise ca un circuit simplu RC din
Fig.2.42 [147]. Rezistenta Rf este rezistenta stratului mSAM; care este mult mai mare decat
rezistenta datoratd solutiei (99,97 Q/cm? fatd de 87,60 KQ/cm?). Prin urmare circuitul folosit la
detectia prin EIS se transforma in circuitul deschis RC serie din Fig.2.41 (b). iar modificarile de
capacitate totald aparute la suprafetele electrozilor biofunctionalizati dupa adaugarea a diferitelor
concentratii de proteina hFABP pot fi corelate cu reactia dintre protein hFABP si electrozii
biofunctionalizati mSAM; sau SSAM.

(b)

Fig. 2.41 Circuit echivalent RC (Rsolutic $i C=capacitatea totala a straturilor de pe electrozi).

Dupa imobilizarea proteinei hFABP pe suprafetele biofunctionalizate, capacitatea scade
cu timpul de incubare devenind constanti dupa 30 min. In Fig. 2.41 s-a prezentat variatia
capacitatii timp de 30 min pentru fiecare concentratie de proteind addugata pe cele doud bio-
suprafete. Dupa 30 min capacitatea devine constantd, ceea ce aratd saturarea suprafetei cu
acoperirea totala a situsurilor anticorpilor de catre proteina. Grosimea straturilor este foarte
importanta atunci cand semnalul capacitatii datorata reactiei imune va creste comparabil ca
mirime cu stratul rezultat in urma interactiei SAM cu anticorpul. in cazul biosuprafetelor sSSAM,
cum se poate vedea si 1n figurile 2.42(a) si 2.42(b), scaderea capacitatii se obtine Intr-un
domeniu de valori mai ngust decat cel obtinut pentru mSAM;. Prin urmare, desi lanturile lungi
de alchiltioli sunt mai greu de distrus, se preferd straturi mai subtiri pentru detectia directd de
cantitati mici de proteina. Pentru mSAMz3, cu un lant scurt si un lant lung de alcantioli, se obtine
o modificare mare a capacitatii relative comparativ cu sSAM. In conditii optime, pentru bio-
suprafetele EIDA/sSAM/anti-hFABP/BSA si EIDA/mMSAM:/anti-hFABP/BSA, dupa adaugarea
proteinei hFABP, s-au obtinut modificari de capacitate (AC) direct proportionale cu logaritmul
concentratiei de hFABP in domeniul 98 pg.mL™? - 100 ng.mL? in tampon PBS, asa cum putem
constata in Fig. 2.43 (a) si (b) si ecuatia de regresie, coeficientul de liniaritate si limita de
detectie pentru ambii electrozi sunt prezentati in Tabelul 2.13 [147]. Limita de detectie pentru
MSAM: si pentru sSAM au fost de 0.836 ng.mL™*pentru mSAM: si respectiv 0.968 ng.mL*
pentru SSAM.
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Tabel 2.13. Parametri dreapta de calibrare in PBS pentru imunosenzorii capacitive interdigitati

pentru detectia proteinei hFABP [147]

Parametri curba EIDA/sSAM/EDC/NHS/anti- EIDA/MSAM1/EDC/NHS/an
hFABP/BSA ti-hFABP/BSA
Ecuatie DC (nF) =-17,98 - 7,40 log Chragp DC (nF) = -39,29 — 6,71 log
ChraBp
Coeficient de regresie ~ R?=10,975 R2=0,981
Limita de detectie 968 pg.mL* 836 pg.mL*

Specificitatea imunosenzorului

S-au testat posibilele interferente atunci cand s-au introdus volume cunoscute de antigen
hFABP 1n serul de control uman. Electrozii interdigitati bio-functionalizati cu mSAM; si sSSAM
au fost introdusi 1n sistemul microfluidic unde au fost expusi si incubati cu ser de control BioRad
in care s-au introdus 5 concentratii de hFABP: 98 pg.m'l, 1,56 ng.mL‘l, 3,125 ng.mL'1 si 25
ng.mL™t. Ecuatia de regresie si coeficientul de regresie liniard pentru ambii electrozi sunt
prezentate in Fig 2.44 (a) si (b). Asa cum se poate vedea domeniul de valori modificate AC este
mult mai largit pentru electrodul EIDA/mMSAMi/EDC/NHS/anti-hFABP/BSA in cazul
EIDA/sSSAM/EDC/NHS/anti-hFABP/BSA atunci cand folosim concentratii cunoscute de h-
FABP in serul uman de control. Probabil ca densitatea mare de lanturi alchil si omogenitatea
stratului omogen sSAM nu este o caracteristicd esentiald pentru eficienta acestui imunosenzor.
Impiedicirile sterice care apar intre antigeni si anticorpi, precum si prezenta altor analiti in proba
de ser, in cazul electrozilor functionalizati omogen, au dus la o capacitate de legare mai mica
decat in cazul electrozilor mSAM; bio-functionalizati.

Repetabilitatea pe acelasi electrod a dus la obtinerea unei abateri relative standard <3%
iar reproductibilitatea intre electrozi a fost determinata ca fiind < 8% [147].

Pentru testul de regasire s-au utilizat diferite concentratii de hFABP in PBS si
experimentele au fost realizate de trei ori. Media gradului de regasire a fost de 99.3% cu o
deviatie relativa standard de 0.5-2% [147].
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Fig.2.42 (a) Raspunsul capacitiv pentru biosuprafetele EIDA/sSAM/anti-hFABP si (b) EIDA/mSAM:/anti-
hFABP dupa (I) aspirarea a 100 pL. de hFABP de (I) 0 ng/mL, (I1)0,098 ng/mL, (l11) 1,56 ng/mL, (IV) 3,125
ng/mL, (V) 50 ng/mL, (V1) 100 ng/mL. Modelul circuitului electric este RC cu Rs, rezistenta stratului SAM si C,
capacitatea totala a straturilor formate pe suprafata electrozilor.
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Fig.2.43 (a) Dreapta calibrare dintre Fig.2.43 (b) Dreapta calibrare dintre modificarile (AC)
modificarile (AC) dupa adaugarea dupa adaugarea diferitelor concentratii de hFABP in

diferitelor concentratii de hFABP in PBS PBS pe electrozii interdigitati modificati cu mSAM;.
pe electrozii interdigitati modificati cu

SSAM.

in capitolul 3 (in sectiunea ,Parte experimentali”), in contrast cu biomolecula
utilizata in capitolul precedent, s-a utilizat bacteria serogrup E.coli O157:H7 care, fiind un analit
mare (1-3 pum), acesta trebuie sa-si recunoascd anticorpii specifici imobilizati covalent pe o
suprafata solida formata dintr-un strat mixt de molecule organice. Substratul fiind din aur, s-a
ales o molecula organica cu lant de alcantiol lung (11 atomi carbon) care si reactioneze
covalent cu anticorpii bacterieni si o alta formata din lant de alcantiol scurt (3 atomi de
carboni) care sa aiba doar efect de spatializare intre acestia pentru a preveni efectele
impiedicarilor sterice care pot aparea. Acest raport intre molecule au fost optimizat iar
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suprafetele cu cele mai bune rezultate au fost folosite pentru dezvoltarea imunosenzorului final.
Toate etapele de functionalizare si biofunctionalizare cu SAM au fost caracterizate prin tehnici
de caracterizare moderne: AFM, SEM, FTIR-ATR, elipsometrie, electrochimice (CV si EIS). S-
au inregistrat voltamograme ciclice pentru fiecare etapa de functionalizare si biofunctionalizare
ale suprafetelor functionalizate cu mSAM: (Fig. 3.25) si au fost comparate cu sSSAM. Pornirea
experimentelor a fost garantatd de obtinerea oxidarii/reducerii aurului in prezenta speciei
electroactive feri/fero. S-a urmarit separatia maximelor de curent anodic si catodic (valori de
pana la 100 mV fiind considerate acceptabile). Asa cum era de asteptat, in cazul formarii
straturilor mMSAM: nu se blocheaza total curentii nici dupa de 24 de ore de imersie in tioli. Dupa
activarea cu EDC si NHS curentul de pic inregistreaza o crestere datoritd formarii de sulfo-
NHS esteri pe suprafata care opresc interactiile repulsive ale ionilor carboxil cu ionii negativi ai
speciei electroactive, acestia avand posibilitatea de a ajunge mai usor la suprafata de aur. Are loc
astfel o scadere a proprietatilor conductive ale monostraturilor, aceastd crestere este, insd mai
mare la SSAM decat mSAM; deoarece prezenta gruparilor ionizabile de hidroxil contribuie in
plus la cresterea repulsiilor intre ioni (observatie constatatd si in cazul sSSAM comparativ cu
MSAM:). Legarea covalentd a anticorpilor de suprafatd reduce penetrarea ionilor redox cétre cele
doua tipuri de suprafete, scdzand astfel intensitatea curentului. O informatie importantd este
faptul ca atunci cand are loc reactia cu anticorpii i blocarea suprafetelor cu BSA raspunsul in
curent de pic anodic este cam de aceeasi valoare ( la = 4 mA) pentru ambele suprafete. Prin
urmare, desi in primele etape ale functionalizarii si biofunctionalizarii lor, comportarea acestora
este diferitd din punct de vedere electrochimic, totusi, dupa blocare situsurilor nereactive de pe

EDC+NHS
Adaugare anti-E.coli
] * i sSAM
T T T T T T T
800 600 -400 200 0 200 400 600
Potential (V)

anticorp, straturile au cam aceleasi proprietati izolatoare (Fig.3.26).

154 Dupa activarea cu EDC/Sulf{-\NHS 12+

104
mSAM,

®
1t
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Fig. 3.26 Voltamograme ciclice pe suprafete de aur dupa etapa de functionalizare si bio-
functionalizare cu (a) mSAM),/activare EDC/Sulfo-NHS/imobilizare anti-E.coli si pentru (b)
sSAM/activare EDC/NHS/imobilizare anti-E.coli. Solutia electrolit este formata din solutie PBS
(pH=7,4) si cuplul redox Fe (CN)¢>/* cu viteza de scanare de 25 mV/s

Morfologia suprafetelor SAMs formate nu a putut fi determinata cu SEM sau AFM.

In Figurile 3.34 a si b, se poate observa morfologia bacteriei adsorbiti pe suprafata de Au cu
anticorpi specifici imobilizati prin adsorbtie fizicd. Este evident numarul extrem de redus de
bacterii imobilizate. Spre deosebire de suprafetele din sticld, suprafata de Au nefunctionalizata
prezintd o hidrofobicitate ridicata si un grad extrem de redus de adsorbtie a anticorpilor
bacterieni. Este clar ca aceasta suprafata necesita un tratament chimic pentru cresterea adsorbtiei
anticorpilor anti-bacterieni pe suprafata deoarece, privita ca o viitoare suprafata senzitiva folosita
pentru imobilizarea si detectia bacteriilor, aceasta nu ar fi eficienta.
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(a) (b)

Fig. 3.34 (a,b) Imagini SEM ale bacteriilor imobilizate pe suprafetele de aur prin adsorbtia

fizica anticorpilor anti-E.coli O157:H7, fara biofunctionalizare (1 pm si 2 pm)

(c) [198]
Fig. 3.34 (c)Imagini SEM ale biosuprafetei construite cu Au/mSAMz/anticorpi anti-
bacterieni/BSA (1 pm si 2 pm).
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(d) Imagine SEM cu bacteriile imobilizate pe Au/mSAM_/anticorpi anti-bacterieni/BSA (10 pm,
Mag. 836 kX) [198]

Functionalitatea biosuprafetelor construite a fost demonstratd utilizdnd §i suprafete
nefunctionalizate chimic, prin comparare. S-a elaborat si testat un protocol nou, final pe
imunosenzorul capacitiv interdigitat pentru detectia acestei bacterii, utilizdnd platforma de
microfluidica descrisd in Capitolul 2. S-au testat si substraturi de siliciu care, comparativ cu cele
din aur, au demonstrate o reproductibilitate mai scazutd si o limita de detectie mai ridicata.
Dupd evaluarea morfologica a etapelor de formare a biosuprafetei s-a realizat cuantificarea
bacteriei pe suprafetele de aur functionalizate cu mSAMo/anti-E. coli si a celor de siliciu
functionalizate cu GOPT/anti-E. coli cu ajutorul unei metode sandwich pe aceste biosuprafete de
tipul tehnicii ELISA. Parametri analitici reprezentati de limita de detectie si coeficientii de
variatie au prezentat valorile cele mai bune in cazul biosuprafetelor Au/mSAM2/anticorpi anti-
E.coli/BSA. Aceeasi metoda a fost folosita pentru functionalizarea unor suprafete sub forma
unor linii interdigitate de aur ale unui cip realizat in acelasi mod ca si cipurile testate cu proteina
hFABP. Acesta are o structura a suprafetei de aur active conform imaginii din Fig. 2.36 b.

s R R T A 1. regiunea cu electrozii de aur

interdigitata sau aria activa

2. paduri pentru maisurare (contacte

electrice)

3. Imunosenzorul are o arie totala de 7.2
mm?;

4. fiecare electrod de aur are o grosime de
10 microni.

3

Fig.2.36 b. Dispozitivul utilizat in teza
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S-a urmarit acelasi principiu de imunodetectie ca in cazul imunosenzorului capacitiv
folosit pentru detectia proteinei h-FAB, astfel: legarea bacteriilor pe biosuprafetele
functionalizate Au/sSAM/anti-E.coli /BSA si respectiv Au/mSAM; /anti-E.coli /BSA produce o
crestere a grosimii straturilor, ceea ce determind modificarea capacitatii totale pentru fiecare
biosuprafata conform ecuatiei:

1/Ct=1/C,, +1/C . +1/C, 1)

unde C: este capacitatea totala la suprafatd, Csam este capacitatea stratului SAM, Csi,
capacitatea stratului biologic de recunoastere si Cq capacitatea stratului difuz.

In conditii optime, pentru biosuprafetele interdigitate Au/mSAM:/anti-E.coli/BSA/ s-au
obtinut modificari de capacitate (AC) direct proportionale cu logaritmul concentratiei de bacterie
adaugate in solutie tampon in domeniul ¢i= 0 CFU/mL, c,=10°CFU/mL, cs= 10° CFU/mL,
c4=10* CFU/mL, cs=10° CFU/mL, ¢6=10% CFU/mL si ¢7=10" CFU/mL asa cum putem constata
in Fig. 3.45 (A) Ecuatia de regresie, coeficientul de regresie R? si limita de detectie pentru ambii
electrozi sunt prezentati in Tabelul 3.7

Tabel.3.7. Parametri dreapta calibrare pentru determinare bacterii in tampon PBS

Parametri dreapta Au/mSAM2/EDC/NHS/anti-E.coli
calibrare 0O157:H7/BSA
Ecuatie DC (nF) =-11,00 — 9,55 log C E.coli
Coeficient de regresie R?=0,982
Limita de detectie 120 CFU/mL

Trecerea de la “macroarray” la tehnica “microarray” nu a fost decat o chestiune de timp,
cand in anii 90 cea din urma a fost utilizata de catre Mark Schena si colab. la Universitatea
Stanford si aplicata pentru prima data in studiul ADN-ului [3]. Prin aceasta metoda se pot
realiza cipuri cu ajutorul cdrora si se poatd determina simultan si cantitativ mai multi
biomarkeri specifici infarctului de miocard acut (IMA): printre acestia se afla si biomarker-ul
hFABP de mare importantd dar deocamdata foarte putin utilizat, care, in mod fiziologic, se
gaseste Tn concentratii de ordinul ng/mL in sange dar isi modificd concentratia in timp de cateva
ore de la debutul IMA, astfel incat, in functie de valoarea determinata, medicul poate stabili cu
mare precizie debutul, precum si gravitatea afectiunii.

Exista foarte putini autori care au realizat teste pe aceasta proteina marker cardiac
utilizind tehnologia microarray dar, mai ales, nu existi nicio astfel de biosuprafati
nanostructurata de aur de tip microarray specifica detectiei capacitive de hFABP. Avand in
vedere toate aceste constatdri, dezvoltarea §i optimizarea unei strategii pentru detectia proteinei,
marker cardiac, hFABP prin tehnica microarray, pe suprafete de aur, functionalizate cu
straturi auto-asamblate, a fost un alt obiectiv al acestei teze.

Astfel, capitolul 4 elaboreaza protocolul pentru dezvoltarea unui cip microarray
pentru detectia proteinei marker cardiac hFABP. Demonstrarea metodelor de functionalizare
pe suprafata cipului a fost realizatd prin depunerea anticorpilor marcati cu un fluorofor (cu
ajutorul aparatelor de microarray), in volume de nanolitri, determinarea intensitatii de
fluorescentd a spoturilor si compararea cu o suprafatd cu anticorpi specifici imobilizati prin
adsorbtie fizicd 1n aceleasi conditii. Pentru detectia proteinei s-a utilizat reactia imund de tip
sandwich, astfel ca, pe suprafatda s-a depus un anticorp nemarcat, monoclonal (de capturd), care
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ar trebui sa recunoascd o secventd de aminoacizi specifica din proteina hFABP, iar pentru
detectie s-a folosit anticorpul marcat cu fluorofor care recunoaste o secventd distinctd de
aminoacizi din structura proteinei fatd de anticorpul imobilizat pe suprafatd. Scanarea in
fluorescenta a suprafetelor microarray, dupa aceasta reactie, a aratat o intensitate la fluorescenta
mult diminuata fata de intensitatea pe care au inregistrat-o anticorpii de detectie cand s-au depus
singuri pe suprafatd. Deoarece intensitatile de fluorescentd in functie de concentratiile de
proteind hFABP dupa reactia imuna nu s-au putut evalua, am vrut sa testdm din punct de vedere
fizico-chimic complexul anticorp anti-hFABP in interactie cu fluoroforul si si vedem daca
procedura de conjugare cu fluoroforul nu a afectat secventa de aminoacizi responsabild de
legarea cu proteina (regiunea Fab). Studiul fizico—chimic (fluorescenta, dicroism circular,
modelare teoreticd moleculard) a demonstrat ca, intr-adevar, conjugarea acestui anticorp de tip
IgG: cu fluoroforul commercial, larg folosit, izotiocianatul de fluoresceina (FITC), ar fi putut
afecta situsul de legare cu proteina. Experimentele realizate pana acum ne-au condus la
urmatorul obiectiv al acestui studiu, si anume realizarea unui studiu fizico-chimic complex,
comparativ, intre un compus fluorescent din clasa indandionelor 2-(2-hidroxi-5-
nitrobenziliden)-1,3-indanediona (HNBID) si cel mai cunoscut fluorofor (FITC) in interactie
cu anticorpii anti-hFABP.

Reprezentarea Stern-Volmer pe domeniul liniar este prezentatd in Fig. 4.10 (a) iar
valorile Ksyv sunt date in Tabelul 2. Se poate observa ca HNBID are 0 capacitate de stingere a
emisiel proteinei de aproximativ 2,5 ori mai mare comparativ cu FITC. Aceasta inseamna ca este
nevoie de cantitati mai mici de HNIBID pentru a obtine acelasi efect asupra anticorpului,
cauzand, prin urmare, o perturbare mai mica asupra sistemului studiat [208].
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Fig. 4.10 Determinarea parametrilor de stingere (a) si de legare (b) ai sistemelor HNBID-anti-
hFABP (m) si FITC-anti-hFABP (D).

Tabel 2. Parametrii de stingere si legare ai sistemelor HNBID-anti-hFABP si FITC-anti-hFABP

Ligand Ksyx10#(M1) RZ2 DS’ N¢ Kx10°(M™) n R?; DS; N

HNBID 57+0,1 0,999;0,002; 12 41,3+ 16,8 1 0,997; 0,080; 23
52+ 0,6 4

FITC 2.2+0,1 0,986;0,005;12 50,4+ 30,5 1 0,998; 0,142; 23
0,4+ 0,1 10

aR? = coeficient de corelatie; ® SD = deviatie standard; N = numar de puncte experimentale.
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Parametrii de legare au fost determinati pe baza ecuatiei Scatchard (2), considerand prezenta a
doua clase independente de situsuri de legare echivalente (i = 2) [212, 213]

K, [ligand],,,,

Y= 241K fligand],,, @)

unde v reprezinta numarul de moli de ligand legati la un mol de anticorp. Concentratia ligandului
liber s-a estimat folosind ecuatia (3):

F-F,
F-F,

lligand],,,, = [ligand](1 - ——=) 3)
unde F« este intensitatea de fluorescenta a anti-hFABP la concentratie maxima de ligand iar
celelalte marimi au semnificatiille de mai sus. Se observd cd prima clasd de situsuri este
constituita dintr-un singur situs de legare, si anume situsul de afinitate mare (N1 = 1), in timp ce a
doua clasa cuprinde 4 (in cazul HNBID) respectiv 10 (in cazul FITC) situsuri de legare de
afinitate mica (Tabel 2). Localizarea acestor situsuri se va face pe baza docarii moleculare asa
cum putem vedea In Figura 4.13.

Fig. 4.13 Stanga: Localizarea situsurilor de legare in regiunile Fab si Fc ale 19G:: HNBID —
situs de afinitate mare in Fc (in verde) si situsuri de afinitate mica in Fab si Fc (in galben);
FITC — situs de afinitate mare in Fab (in rosu) si situsuri de afinitate mica in Fab si Fc (in
portocaliu). Dreapta: Resturile de aminoacizi ale 1gG; situate pe o distanti de 5 A de ligand:
(a) HNBID, (b) FITC). Legaturile de hidrogen sunt reprezentate cu linii punctate.

Afinitatea HNBID pentru regiunea anticorpului ce contine resturi de oligozaharide ar putea
constitui un avantaj, conditiile de marcare a anticorpului putand fi mai blande.

Rezultatele din acest capitol recomanda HNBID ca o alternativa a FITC pentru uzul ca marker
fluorescent pentru anticorpi IgG: anti-hFABP. In viitor ne propunem marcarea anti-nFABP cu
HNBID, profitind de gruparile reactive ale HNBID (-OH si -NO>) ce pot lega covalent grupari
functionale specifice din regiunea Fc a anticorpului, precum si studierea interactiei antigen—
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anticorp, cu scopul final de a dezvolta un fluorescent sandwich microarray immunoassay
pentru detectia proteinei hFABP.

Pe langa consumul redus de reactivi si de probe biologice imi pun speranta ca Intr-un
viitor apropiat biosuprafetele nanostructurate vor conduce, in final, la obtinerea unor
dispozitive medicale cu potential mare de portabilitate, proprietate importanta atunci cand
se pot urmari/detecta biomarkeri importanti in infarctul de miocard acut sau bacterii
prezente in probe contaminate.
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Dana Stan, 15th- 19th September, 2008, EMRS Conference, Warsaw University of
Technology Warsaw (Poland), Book of Abstracts, pagini 287-288.

2. Mixed Self-Assembled Monolayers (SAMs) with alkane thiol on gold as substrates for
immunosensors applications /D. Stan, C. Mihailescu, C.Moldovan, A. Dinescu, V.
Schiopu, R. losub, M. Savin, I. Baciu /7" International Conference on Biomedical
Application of Nanotechnology, 1-4 decembrie 2010, Berlin — Germania / Book of
abstracts pag. 46-48.

3. Dezvoltarea unui nou imunosenzor capacitiv label free pentru detectia Escherichia coli
0157:H7/ C-M Mihailescu, D. Stan, R. losub, , M. Savin, C. Moldovan/ Revista
Romana de Medicina de Laborator/2013/21/S77-S78.
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4. Porous Silicon Surfaces - a Proper Substrate for Microarray Tehnology, M. Simion, C.
Mihailescu, L. Ruta, T. Ignat, I. Kleps, D. Stan, A. Bragaru, M. Miu, Advances in
Microarray Technology (AMT), poster May 2008, Spain.
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