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Obiective, rezultate, aprecieri...
Victor C. Diculescu

Obiectivul principal al proiectului a fost de a impulsiona activitatea laboratorului creat in cadrul
INCDFM, L2. Productia, prelucrarea si analiza materialelor pentru cresterea calitdtii vietii prin demararea
de studii privind dezvoltarea de (bio)senzori nanostructurati pentru detectarea de (bio)molecule,
biomarker-i ai afectiunilor medicale si pentru screening-ul de liganzi inhibitori si compusi cu proprietati
farmaceutice. Pentru atingerea acestui obiectiv au fost efectuate diverse activitati administrative si
activitati de cercetare fundamentala sau dezvoltare experimentala.

Tn privinta activitdtilor administrative, in mare parte acestea s-au axat pe doud directii. Prima dintre
acestea se refera la achizitia de echipamente necesare demararii investigatiilor necesare atingerii
obiectivelor stiintifice. Intr-o prim3 etapd au fost achizitionate potentiostate/galvanostate si analizoare
electrochimice, un sistem de cromatografie lichida de Thalta performantad, un spectrometru de rezonanta
a plasmonilor de suprafata precum si diverse echipament uzuale de laborator (centrifuga, agitator de
incubare, etc), Fig 1.

Fig. 1. Fotogrdafii ale (de la stdnga la dreapta) sistemului de cromatografie lichidd de fnaltd performantd si
spectrometrului de rezonantd a plasmonilor de suprafatd.

De asemenea, in urma derularii activitatilor de cercetare fundamentala si de dezvoltare experimentala s-
a constatat necesitatea unui laborator de Biologie si culturi celulare unde se remarca echipamente precum
un spectrometru cititor de pldci, un spectrometru pentru citomerie in flux, un microscop de fluorescenta si
diverse alte echipamente necesare culturilor celulare (hota in flux, congelatoare, etc), Fig. 2. Este evidentiata
contributia fundamentald in dezvoltarea acestui laborator a membrilor echipei de implementare, cu
precadere a domnilor Dr. George Stan si Dr. Adrian Enache, dar si a colaboratorilor Dr. lonut Enculescu
(INCDFM), Dr. Elena Butoi (IBPC-NS) si Dr. Mihaela Bacalum (IFIN-HH).

A doua activitate administrativa a avut ca obiectiv dezvoltarea unei echipe de cercetare. Astfel, s-a avut in
vedere atragerea de personal inalt
calificat necesar implementarii
activitatilor de cercetare. in acest
context au fost ocupate doua pozitii
de post-doc prin atragerea a doi
cercetdtori  experimentati, cu
pregatire internationald inh domeniul
bioelectrochimiei si biosenzorilor.
Nu n ultimul rand, au fost ocupate si cele doua pozitii de doctorand prin atragerea de tineri cercetatori,
licentiati in Chimie la Universitati de prestigiu din strdinatate.
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Cu referire la activitatile administrative, este evidentiata contributia fundamentala a tuturor membrilor
echipei de management dar si a doamnei Ec. Dumitra Agachi in gestiunea generala a proiectului.

Fig. 2. Fotografii ale laboratorului de Biologie si culturi celulare (de sus in jos si de la stdnga la dreapta): hotd,
microscop de fluorescentd si spectrometru pentru citomerie in flux, si spectrometru cititor de pldci.

n privinta activitatilor de cercetare, este de mentionat c3 acestea s-au concentrat pe trei directii
specifice, cu referire directa la biomolecule (relevanta acestora in acord cu noile descoperiri in Biologie),
la tehnicile si procedurile de detectie precum si la controlul asupra suprafetei electrodului pentru
imobilizarea biomoleculelor. Astfel, au fost implementate sase activitati de cercetare:

e Activitatea 1. Strategii de imobilizare, a necesitat caracterizarea de noi suprafete nanostructurate
conductoare si semi-conductoare, integrarea biomoleculelor cu aceste materiale pentru dezvoltarea de
noi proceduri de imobilizare. Se remarca electrozii de nichel care au permis utilizarea proprietatilor
magnetice ale acestui metal in sinergie cu cele ale metalelor cu proprietati electrocatalitice. Un alt tip de
material care a capatat o importantd deosebita in timpul implementarii proiectului este dat de fibre
polimerice electrofilate, cu acoperire metalica. Nu in ultimul rand este de mentionat ca unele cercetari
din cadrul acestei activitati au dus si la dezvoltarea unor materiale cu aplicatii in diverse alte domenii,
precum electro- si foto-cataliza.

e Activitatea 2. Caracterizarea interactiilor biomoleculelor, a avut in vedere pe de o parte caracterizarea
interactiilor dintre proteine si biomolecule precum substratii enzimatici dar si dintre proteine si ioni
metalici. Se remarca dezvoltarea unui biosenzor pentru determinarea gradului de carbonilare a
proteinelor in urma interactiei cu specii reactive de oxigen. Tot in aceasta directie este important de
mentionat studiul asupra interactiei proteinei prion dar si a trombinei cu diferiti ioni metalici. Pe de alta
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parte, efectul toxic al unor compusi chimici cu proprietati farmaceutice a fost investigat cu ajutorul
biosenzorilor cu ADN.

e Activitatea 3. Biosenzori electrochimici pentru detectia biomarker-ilor, a fost dedicata dezvoltarii de
biosenzori cu anticorpi pentru detectia de antigene, cu aptameri pentru detectia de proteine sau cu ADN
pentru identificarea mutatiilor genetice. Se remarca aici imunosenzorul pentru detectia proteazomului
20S, un complex enzimatic implicat in diverse anomalii medicale; biosenzorii cu aptameri pentru detectia
proteinei prion implicata in bolile neurodegenerative sau a trombinei, o enzima implicata in procesele de
coagulare sangvina; genosenzorul pentru detectia modificarilor genetice in cazul leucemiei mieloide
cronice.

e Activitatea 4. Caracterizarea activitdtii enzimatice la suprafata biosenzorilor nou dezvoltati a fost esentiala
pentru screening-ul de compusi inhibitori. A fost caracterizata activitatea unor enzime printre care se
remarca proteazomul 20S, piruvat-kinaza, superoxid-dizmutaza si diverse oxidaze.

e Activitatea 5. Biosenzori electrochimici pentru screening-ul de liganzi inhibitori si compusi cu proprietdti
farmaceutice. in cadrul acesteia au fost efectuate studii asupra inhibitiei proteazomului 20S dar si asupra
piruvat-kinazei sau mai nou kinazei SRC, enzime cu inalta relevanta in diverse tipuri de anomalii medicale.
Au fost testati compusi chimici sintetici, molecule cu proprietati farmacologice cunoscute dar si compusi
chimici naturali din extracte de plante.

e Activitatea 6. Dezvoltarea experimentald, a avut in vedere trei directii de cercetare. Au fost caracterizate
extracte de plante si testat efectul inhibitor al unor compusi chimici naturali. in acelasi timp, atentia s-a
indreptat catre dezvoltarea unui sistem automatizat cu detectie electrochimica pentru analiza de probe
multiple. Totodata au fost testate noi sisteme de detectie in biosensing precum tranzistorii cu canal
nanofir dar a fost dezvoltat si un dispozitiv cu detectie electrochimica pentru cuantificarea de ADN. De
asemenea, au fost efectuate teste pe culturi celulare in vederea dezvoltarii de (bio)senzori pentru
cuantificarea gradului de oxigenare si detectia de biomarker-i ai stresului oxidativ.

Principalele rezultate stiintifice obtinute in cadrul proiectului pana la data acestei sesiuni de comunicari
sunt: 26 lucrari indexate in baza de date Web of Science dintre care 8 cu factor de impact mai mare ca 5;
6 cereri de brevet depuse la OSIM, aprox. 10 proiecte nationale si 3 internationale dintre care 5 au obtinut
finantare in valoare de mai
mult de 600 000 Euro. Este de

Cercetari concretizate in:

Tehnologii de: ) g 8

- imobilizare a biomoleculelor: i) prin nanoparticule magnetice, mentionat ca un numadr de
ii) cu referire la ADN, prin grupari tiofosfat; aprox. 12 articole si 2 brevete

- fabricarea unor senzori purtabili pentru determinarea de biomarker-i de inventie se afla in faza de
in transpiratie; redactare la momentul actual.

- screening de inhibitori ai proteazomului 20S si/sau ai piruvat-kinazei;
- fabricare de array-uri de anticorpi si peptide pentru detectia de
antigene si biomarker-i.

Implementarea proiectului
precum si rezultatele obtinute

Metode de: au condus la deschiderea de
- sinteza de dendrimeri cu continut ridicat de hidrazide; noi linii si directii de cercetare
- detectie electrochimica in flux pentru probe multiple, printr-un avandu-se in vedere

dispozitiv automatizat. fructificarea  acestora  prin
(Bio)Senzori pentru: propunerea de noi proiecte de
- determinarea de electroliti, de glucoza, de acid uric in transpiratie; cercetare la concursuri
- cuantificarea de ADN/ARN; nationale si internationale,

- detectia de proteazom 20S;

- screening-ul de inhibitori ai proteazomului 20S si ai piruvat-kinazei;
- detectia de prion prin intermediul aptamerilor (aptasenzor);

- detectia leucemiei mieloide cronice (genosenzor);

programe de  dezvoltare
experimentald, achizitia de noi
echipamente, integrarea de noi
dispozitive electronice de de-
tectie pentru investigatii in culturi celulare si crearea unui start-up. Nu in ultimul rand este de remarcat ca
implementare acestui proiect a deschis posibilitatea de colaborari nationale si internationale, atat in cadrul
INCDFM cét si in afara acestuia.
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La final, aduc multumirile mele pentru ajutorul in implementarea proiectului si pentru suportul moral:

e membrilor echipei de implementare:

Dr. Madalina Maria Ignat-Barsan Dr. George Stan

Dr. Teodor Adrian Enache Dr. Stefan Neatu

MSc. Ricardo Jose Branco-Leote Dr. Cristian Teodorescu
Dr. Daniel Crisan Dr. Nicoleta Apostol
Dr. Monica Enculescu Dr. Ruxandra Costescu

Dr. Nicoleta Preda

e membrilor echipei de management:
Dr. Cristian Teodorescu Dr. Mihaela Baibarac
Ec. Mirela Crisan Ing. loana-Cristina Bucur

e colaboratorilor din INCDFM:

Dr. Elena Matei MSc. Melania Onea
Ec. Dumitra Agachi Dr. Andreea Costas
Dr. lonut Enculescu Dr. Camelia Florica
Dr. Mihaela Beregoi Dr. Victor Kuncser

Dr. Anca Aldea Dr. Andrei Kuncser
Dr. Alexandru Evanghelidis Dr. Mihaela Florea

Dr. Caroline Gomes Sanz Dr. Florentina Neatu
MSc. Ariana Serban Chim. Florica Frumosu

M.Sc. Andreea Luminita Radulescu

e colaboratorilor externi:

Prof. Dr. Francisco Armijo. Pontificia Universidad Catdlica de Chile,
Santiago, Chile;

MSc. Francisco Martinez-Rojas, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, Santiago, Chile;

Prof. Dr. Adam Lesner. University of Gdansk, Gdansk, Polonia;

Dr. Elena Butoi. Institutul de Biologie si Patologie Celulard ,Nicolae
Simionescu”, Bucuresti, Romania;

Prof. Dr. Cecilia Cristea. Universitatea de Medicina si Farmacie ,luliu
Hatieganu”, Cluj, Romania;

Dr. Mihaela Bacalum, Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
pentru Fizica si Inginerie Nucleara Horia Hulubei, Magurele,

Romania

Prof. Dr. Eric de Souza Gil. Universidade Federal de Goias, Goias,
Brazilia;

Dr. Ana Maria Chiorcea Paquim, Instituto Pedro Nunes, Coimbra,
Portugalia;

Dr. Catarina Sofia Henriques de Jesus, Instituto Pedro Nunes,
Coimbra, Portugalia;

nume a caror ordine nu are absolut nici o relevanta, nici din punct de vedere profesional si nici personal,
dar fara de care implementarea proiectului ar fi fost extrem de dificild, probabil imposibil de realizat.

in continuare se dau citeva exemple a unora dintre cele mai relevante activitdti de cercetare
fundamentala si de dezvoltare experimentald, impreuna cu o lista a articolelor stiintifice publicate pana
la data de 31 Mai 2021.
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Exploatarea materialelor magnetice in dezvoltarea de biosenzori
Victor C. Diculescu, Madalina M. Barsan, Teodor A. Enache,
Cristian M. Teodorescu, Nicoleta Apostol, Ruxandra Costescu,
George Stan, Elena Matei, Monica Enculescu, Andrei Kuncser, lonut Enculescu

Un biosenzor este un dispozitiv integrat receptor-traductor care foloseste biomoleculele ca elemente de
recunoastere in scopul masurarii proceselor specifice de interactie prin metode electrice, termice sau
optice. Primul si cel mai important pas in proiectarea unui biosenzor este reprezentat de procedura de
imobilizare a biomoleculei la suprafata electrodului.

Unul dintre obiectivele proiectului NANOBIOSURF a fost dezvoltarea de noi metodologii de imobilizare si
integrare de biomolecule cu materiale nanostructurate. In acest context a fost propusd o arhitectura de
biosenzor in care nanoparticule de nichel sunt folosite ca vectori de transport a biomoleculelor la suprafata
electrozilor de nichel dopati cu paladiu exclusiv prin intermediul fortelor magnetice [1,2], si fara aplicarea
de campuri magnetice externe, Schema 1.

Schema 1. Reprezentare schematicd a arhitecturii electrodului
magnetic cu nanoparticule magnetice. Preluatd din [1].

Tn aceastd arhitecturd este prevazut ca electrozii magnetici sd aibd un dublu rol: de suport pentru
moleculele biologice dar si de transductor al reactiilor biologice.

Electrozi si nanoparticule de nichel

Electrozii de nichel au fost obtinuti prin electrodepunere la -1,00 V (vs. SCE) timp de 60s in baie Watts.
Ca electrod de lucru s-a folosit un electrod de tip Au/Ti/SiO,/Si preparat prin evaporare termica. La randul
lor, nanoparticulele de nichel au fost obtinute prin reducerea chimica a NiCl; cu hidrazina in prezenta de
PVP.

ntr-o prima faza, electrozii (Ni/Au/Ti/SiO2/Si) si nanoparticulele de Ni (NiNP) au fost caracterizate din
punct de vedere morfologic, structural si compozitional, Fig. 1.

Fig. 1. A) Diagrama de difractie a electrodului de Niin absenta (albastru) si in prezenta (orange)
nanoparticulelor de Ni; B) imagine SEM a electrodului si nanoparticulelor de Ni; si C) spectru XPS al
electrodului de Ni in absenta (negru) si in prezenta (rosu) nanoparticulelor de Ni. Adaptatd din [1].
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Structura cristalind a Ni/Au/Ti/SiO,/Si in absenta si in prezenta nanoparticulelor a fost investigata prin
difractie de raze X (XRD), Fig. 1A. Aceste studii au permis si determinarea dimensiunii cristalitelor de ~66 nm
pentru electrodul de Nisi~10 nm pentru nanoparticule. In continuare, imaginile de miscroscopie electronic
de baleiaj (SEM), Fig. 1B, au aratat o structura granulatd pentru Ni/Au/Ti/SiO2/Si precum si siraguri de
nanoparticule cu dimensiuni cuprinse intre 50 si 200 nm inglobate in matricea polimerica. Tn acelasi timp,
spectroscopia de fotoelectroni de raze X (XPS), Fig. 1C, au demonstrat prin prezenta maximului de la 852,1
eV un caracter metalic al electrodului de Ni inainte de depunerea NiNP, un fapt esential pentru a mentine
caracterul magnetic al electrodului. Pe de altda parte, dupa depunerea NiNP s-a observat prezenta
predominantd a speciilor Ni?*, importante pentru interactia enzima-nanoparticula.

Pentru a demonstra posibilitatea atragerii de
NiNP la suprafata Ni/Au/Ti/SiO2/Si exclusiv prin
forte magnetice, au fost investigate distributia
campului magnetic la suprafata electrodului
precum si efectul acestuia asupra NiNP, Fig. 2. Tn
aceste conditii forta care actioneaza asupra unei
NiNP a fost calculaty ca F = —gradU, unde
energia magneticd U = —m’ §, si unde m este
momentul magnetic al NiNP iar B campul magnetic
creat de electrod intr-o pozitie determinata. in
aceste conditii a fost ardtat ca forta magnetica care
actioneaza asupra unei NiNP are o valoare de
aproximative 10! N, cu 7 ordine de marime mai
mica decdt componenta gravitationald a carei
valoare este de aproximativ 1018 N.

Pentru determinarea proceselor electrochimice de la suprafata electrozilor de Ni au fost efectuate
masuratori de voltametrie ciclica si spectroscopie de impedanta electrochimica.

Pentru demonstrarea capacitatilor de biosensing ale electrodului Ni/Au/Ti/SiO,/Si s-a folosit ca enzima
model glucoz-oxidaza (GOx). GOx este o enzima care catalizeaza oxidarea glucozei in prezenta de O3 si
formarea de glucolactona si peroxid de hidrogen. H,0, este un compus electroactiv ce poate fi determinat
electrochimic la suprafata Ni/Au/Ti/SiO,/Si. Intr-o prim3 fazd au fost investigati parametrii optimi de
detectie de H,0..

Constructia biosenzorului a fost ficutd in doi pasi. In primul pas, NiNP au fost conjugate cu GOx prin
incubarea celor doud componente. Tn al doilea pas, Ni/Au/Ti/SiO,/Si a fost imersat in solutia mixt3 de GOx-
NiNP, ceea ce a permis imobilizarea enzimei la suprafata electrodului exclusiv prin forta magnetica.

Fig 2. Curbe histeresis ale NiNP inregistrate la
diferite temperaturi. Preluatd din [1].

Fig. 3. A) Studiul de potential in tampon fosfat 0,1 M pH 7.4 cu biosenzorul GOx-NiNP/Ni/Au/Ti/SiO/Si.
B) Rdspunsul amperometric al biosenzorului la -0,40 V si injectii succesive de glucozad; Curba de calibrare.
C) Mecanismul enzimatic propus. Adaptatd din [1].
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Sensibilitatea biosenzorului la injectii de glucoza a fost investigata in functie de potentialul aplicat
demonstrandu-se ca acesta prezinta raspuns electrochimic atat in zona anodica cat si in cea catodica, Fig.
3A. Performante superioare au fost observate in zona catodica de potential datorita faptului ca potentialul
redox al co-factorului enzimei FAD/FADH; se situeaza la ~-0,45 V. Pe de altd parte, profilul amperometric,
Fig. 3B, a demonstrat faptul ca detectia reactiei enzimatice se bazeaza pe reducerea H,0; la suprafata
electrodului Ni/Au/Ti/SiO,/Si, Fig. 3C. Sensibilitatea biosenzorului a fost de ~7,0 uA cm2 mM-1,

Electrozi de nichel dopat cu paladiu si nanoparticule de nichel

Pentru imbunatatirea sensibilitatii biosenzorului electrozii de nichel au fost dopati cu paladiu. Astfel,
electrodul Pd@Ni/Au/Ti/Si02/Si beneficiaza de capacitatile magnetice ale Ni in sinergie cu cele
electrocatalitice ale Pd. Ca si in cazul precedent, electrozii Pd@Ni/Au/Ti/SiO,/Si au fost caracterizati din
punct de vedere morfologic, structural si compozitional, inainte si dupa interactia cu NiNP. Imaginile SEM
ale Pd@Ni/Au/Ti/SiO,/Si, Fig. 4, au demonstrat mentinerea structurii granulare a Ni si aparitia unor noi
nanoparticule datorate Pd a carui prezenta la suprafata electrodului a fost de asemenea confirmata si prin
XRD si XPS.

Fig. 4. Imagini SEM ale electrodului
Pd@Ni/Au/Ti/SiO2/Si la
magnificare de
A) 50k si B) 500k. Adaptatd din [2].

Proprietdtile redox ale electrodului PA@Ni/Au/Ti/SiO2/Si au fost investigate in diferite medii, in
absenta si in prezenta H,0,. S-a demonstrat ca H,0; poate fi oxidat si redus la potentiale de aprox. +0,30
V respectiv -0,05 V.

Fig. 5. Rdspunsul amperometric
al biosenzorului la -0,05 V si
injectii succesive de: A) glucozd
siB) 1 mM glucozd si 2 mM
interferenti, in tampon fosfat
0,1 M pH 7,0. Adaptatd din [2].

Imobilizarea GOx la suprafata electrodului Pd@Ni/Au/Ti/SiO2/Si a fost facuta prin intermediul NiNP si
investigata prin XPS. Masuratorile electrochimice, Fig. 5, au aratat ca biosenzorul GOx-
NiNP/Pd@Ni/Au/Ti/SiO,/Si are o sensibilitate de ~40 mA cm? mM si permite o limita de detectie de ~30
uM glucoza.
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Electrozi si biosenzori flexibili pentru monitorizare continua de biomarker-i
Ricardo J. B. Leote, Victor C. Diculescu, Madalina M. Barsan, Mihaela Beregoi, Anca Aldea,
Alexandru Evanghelidis, Elena Matei, lonut Enculescu

Monitorizarea continua a proceselor (bio)chimice si fiziologice ale unui organism este un factor cheie
in asistenta medicald preventiva, permitand recunoasterea riscurilor primare prin detectarea/
diagnosticarea timpurie a posibilelor afectiuni medicale [1]. Monitorizarea continua este cruciald pentru
populatiile vulnerabile, persoanele Tn varsta sau copii si este importanta pentru personalul care lucreaza
in conditii de stres fizic, chimic sau biologic extrem. Furnizarea de informatii in timp real prezinta beneficii
enorme, reducand efectele secundare neplacute ale tratamentului medical, dar si din punct de vedere
socio-economic, deoarece reduce drastic costurile interventiei medicale.

Progresele recente in nanotehnologie si stiinte biomedicale [2], [3] au condus la conceptul de
biosenzori sau de dispozitive bioanalitice extrem de sensibile, rapide, economice, ce permit monitorizarea
continua a starii de sanadtate a unei persoane deci cu aplicatii directe in asistentd medicala si
diagnosticarea medicala timpurie [4].

Transpiratia este probabil cel mai accesibil fluid biologic pentru monitorizarea continud. Transpiratia
este compusa dintr-un numar de biomarker-i precum H*, Na*, ClI, K*, NHs*, molecule mici precum
cortizolul, ureea, lactatul, glucoza sau acidul uric si chiar peptide sau proteine furnizand o matrice foarte
complexa care contine informatii despre procesele fiziologice si semnele vitale. De exemplu,
monitorizarea H* oferd informatii asupra ratei de deshidratare; cea a electrolitilor Na* si Cl" este un
instrument de diagnostic valoros in cazul fibrozei chistice; cuantificarea glucozei este crucialda n
monitorizarea diabetului; Tn timp ce cantitatea de acid uric ofera informatii despre diabet, insuficienta
cardiaca sau boli neurodegenerative.

in vederea dezvoltdrii de senzori si biosenzori electrochimici cu performante ridicate au fost folosite,
ca transductori, plase metalizate fabricate din fibre electrofilate. Fibrele polimerice de dimensiuni
nanometrice au fost realizate prin metoda electrofilarii, in conditii controlate de temperatura si umiditate,
si ulterior metalizate prin depunere asistata de magnetron, Fig. 1.

Fig. 1. Reprezentarea schematicd a procesului de obtinere de electrozi din fibre polimerice metalizate
pentru detectia de electroliti [1,2] si glucozd [3].

Ca punct de pornire, electrozii pe baza de fibre polimerice metalizate au fost testati ca senzori
potentiometrici pentru detectia de electroliti (H*, CI,, Ca%*, NH4*), amperometrici pentru detectia de H,0,
produs al multor reactii enzimatice, si ca biosenzori enzimatici pentru detectie amperometrica a glucozei
si a acidului uric prin imobilizarea glucoz-oxidazei (Gox) respectiv a uricazei (Urox).
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Senzorul de pH

Fabricarea senzorului de pH a implicat doi pasi. Primul pas a necesitat producerea a doi electrozi. Electrodul
de lucru a fost construit prin depunerea electrochimica a unui strat de Pd pe fibre polimerice electrofilate
acoperite cu Au. Ulterior, electrodul a fost supus unui tratament termic timp de 4 ore la 150 °C pentru
formarea unui strat de PdO. Electrodul de referinta a fost construit prin acoperirea cu Ag a fibrelor polimerice
electrofilate urmata de anodizarea in solutie de HCl pentru formarea unui strat de AgCl, Fig. 2.

Fig 2. Reprezentare schematica a procesului de
fabricare a senzorului de pH. Preluatd din [1].

n al doilea pas al fabricarii senzorului de pH,
cei doi electrozi au fost asamblati intr-o
configuratie antiparaleld pentru a asigura
contactul electric cu potentiostatul. Pentru a
evita scurtcircuitarea celor doua componente
ale senzorului a fost plasat un distantier intre
cei doi electrozi. De asemenea, a fost creata o
deschidere in electrodul de lucru pentru a
permite comunicarea electricd intre acesta si
electrodul de referinta; la final, senzorul a fost
acoperit cu un hidrogel de poliacrilamida.

Suprafata electrodului de Pd/PdO a fost
caracterizata din punct de vedere morfologic
prin microscopie electronica de baleiaj (SEM) si
prin microscopie de transmisie de electroni
(TEM). Efectul pH-ului solutiei de -electrolit
asupra filmului de Pd/PdO a fost de asemenea
studiat demonstrandu-se modificari
morfologice dupa tratamentul in mediu alcalin.

Compozitia chimica a suprafetei Pd/PdO a
fost investigatd prin spectroscopie de
fotoelectroni de raze X (XPS), fiind
demonstrata variatia cantitatii de Pd?* cu pH-ul
solutiei in acord cu reactia:

PdO + 2e™ + 2H* - Pd + H,0 (+0.790 V).

De asemenea, suprafata electrodului de Pd/PdO a fost caracterizatd din punct de vedere electrochimic
atat prin spectroscopie de impedanta electrochimica cat si prin voltametrie ciclica. Raspunsul la variatiile
de pH a fost investigat prin masurarea potentialului de circuit deschis.

Fig. 3. A) Variatia potentialului de circuit deschis (OCP) cu pH-ul transpiratiei artificiale.
B) Sensibilitatea senzorului in transpiratie artificiald. Preluatd din [1].

Raspunsul senzorului de pH format din ansamblul celor doi electrozi a fost investigat in solutie de
transpiratie artificiala, Fig. 3, cu diferite valori de pH. S-a demonstrat ca variatia OCP este data de ecuatia:
OCP / mV =+33,8 — 18 pH, senzorul fiind capabil sa raspunda la un volum minim de transpiratie de 250 nL.
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Senzori cu ionofori pentru electroliti

lonoforii sunt molecule capabile de a transporta specii ionice printr-o bariera hidrofoba, ca de exemplu
o membrana biologica. lonoforii sintetici sunt molecule macrociclice, cu cavitati bine definite, care au
abilitatea de a selecta ionii din medii/faze apoase. Procesul de complexare ion-ionofor este extrem de
selectiv ceea ce a permis utilizarea acestor macromolecule in dezvoltarea de electrozi selectivi de ioni.

in acest context, electrozi flexibili obtinuti din fibre polimerice electrofilate acoperite cu Au, au fost
folositi pentru imobilizarea in matrice de nafion a ionoforilor specifici ionilor Ca?*, NH4*, CI" si H*, Schema 1.

Fig 4. Stucturile chimice ale ionoforilor de
A) calciu, B) clor, C) amoniu si D) hidrogen.

Suprafata senzorilor a fost investigata prin SEM
cuplat cu spectroscopie de raze X cu dispersie de
energie (EDX) pentru a fintelege si evidentia
morfologia si dispersia ionoforului la suprafata
electrodului. Pe de alta parte, studiile de
spectroscopie de infra-rosu cu transformata
Fourier (FTIR) au aratat cd ionoforul poate fi
incorporat in matrice de nafion, fara modifcari
structurale sau functionale, permitand interactia
specificd cu ionul tintd. De asemenea, studiile
electrochimice prin EIS si CV au demonstrat ca
ionoforul imobilizat Tn matrice de nafion permite
difuzia ionului tinta prin acest tip de membrana.

Determinarea ionilor specifici cu ajutorul
ionoforilor imobilizati in matrice de nafion Ia
suprafata electrodului flexibil obtinut din fibre
polimerice electrofilate acoperite cu Au a implicat
masuratori potentiometrice ale OCP intr-o celuld
electrochimica a carei configuratie, n cazul
ionoforului de calciu este:

PET/PMMA/Au | Ca?* ionofor in Nafion™ | A.S. + XM CaCl, || 3.5 M KCI | AgCl | Ag

unde A.S. reprezintd transpiratia artificiala. Raspunsul tipic al senzorului de Ca?* poate fi observat in Fig.
5, unde se evidentiaza cresterea OCP in timp, in urma injectiilor de diferite concentratii de Ca?* in celula

electrochimica.

S-a observat ca potentialul de circuit deschis
variaza liniar cu logaritmul zecimal al
concentratiei de ioni, conform ecuatiei:

AOCP / mV = +285,0 + 6,5 log[Ca?*]
Limita de detectie calculata este LOD = 1,4
x10® M, iar senzorul a ardtat un timp de
raspuns tgo ~ 10s.

De asemenea, au fost efectuate
experimente de control in care suprafata
electrodului a fost acoperita cu membrana de
nafion (in absenta ionoforului), Tn aceste
conditii neobservandu-se nicio variatie a OCP.

Nu in ultimul rand, selectivitatea senzorului
a fost investigata in transpiratie artificiala in
prezenta ionilor de sodiu, potasiu sau litiu.

Este de mentionat ca experimente similare
au fost efectuate si cu ionoforii specifici NHa*,
Cl si H*.

Fig 5. Raspunsul potentiometric al senzorului de
calciu in transpiratie artificiald. Preluata din [2]
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Biosenzori de glucoza si acid uric

n prezentdrile anterioare s-a demonstrat posibilitatea folosirii electrozilor obtinuti din fibre polimerice
electrofilate cu acoperire metalica ca senzori flexibili pentru determinarea de electroliti in transpiratie
artificiald. Sisteme mai complexe pot fi de asemenea dezvoltate pe platforme asemanatoare. Cercetarile
ulterioare s-au indreptat catre dezvoltarea de biosenzori pentru determinarea unor biomarker-i in
transpiratie artificiala cu precadere pentru glucoza si acid uric. Ambii biosenzori au fost dezvoltati
modificand suprafata electrodului cu glucoz-oxidaza respectiv uricaza. Este de remarcat ca enzimele
oxidaza au ca produs de reactie peroxidul de hidrogen, iar din acest motiv, intr-o prima faza, cercetarile
s-au concentrat pe detectia electrochimica a acestuia.

Detectia electrochimicd a H,0, a fost investigata prin voltametrie ciclica si prin amperometrie (o
tehnica cu avantaje n tehnologia biosenzorilor), Fig. 6. Au fost folositi electrozi de Au si Pd precum si
electroliti de suport cu diferite valori de pH.

Rezultatele au ardtat ca H.0»
sufera reactii de oxidare si de
reducere dar si ca poate fi detectat
atat la suprafata electrodului de Au
cat si a celui de Pd. Electrodul de Pd
a demonstrat o sensibilitate mult
mai mare decat cel de Au si in acelasi
timp un potential de detectie
aproape de 0V (vs. -0,40 V pentru
electrodul de Au), un fapt foarte

Fig 6. A) Amperogramd la -0,1 V (vs. Ag/AgCl) pentru detectia de  important pentru reducerea

H20; in tampon fosfat 0,.1 M pH 8,5 cu electrodul efectului interferentilor la aplicatiile
Pd/Au/PMMA/PET. B) Curbe de calibrare a H>0; cu in medii complexe.
pd/Au/PMMA/PET si Au/PMMA/PET. n continuare, investigatiile s-au

concentrat pe imobilizarea enzimelor glucoz-oxidaza si uricaza la suprafata electrozilor de Au respectiv Pd.
Au fost testate mai multe metode de imobilizare precum reticulare cu glutaraldehida si BSA, adsorbtia libera
sau prin formarea de legaturi covalente.
in cazul glucoz-oxidazei s-a optat pentru
imobilizarea covalenta iar in cazul uricazei s-a
demonstrat o mai mare stabilitate prin
imobilizarea n vapori de glutaraldehida,
Schema 1. Au fost efectuate studii cu diversi
interferenti precum manoza, xiloza si galactoza in
cazul glucoz-oxidazei sau precum xantind si Schema 1. Reprezentare schematicd a procesului
hipoxantina in cazul acidului uric. de imobilizare a uricazei.

Performantele biosenzorilor au fost investigate atat in medii simple cat si in probe complexe de
transpiratie artificiald sau ser cu rate de recuperare intre 98 si 110%.
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Detectie de compusi cu proprietati farmaceutice si biomarker-i prin

intermediul unor noi biosenzori si imunosenzori electrochimici
Madalina Maria Barsan, Caroline G. Sanz, Melania Onea, Victor C. Diculescu

Proteazomul este un complex enzimatic implicat in degradarea proteica. S-a constat ca atat o activitate
crescuta a acestuia cat si un nivel crescut de proteazom circulator sunt corelate cu diverse boli, facand ca
acesta sa devina o tinta importanta tn gasirea unor noi metode de diagnostic dar si in dezvoltarea unor
noi terapii medicamentoase. Astfel, obiectivele principale ale acestui studiu au vizat: i) dezvoltarea de noi
biosenzori electrochimici pe baza de proteazom pentru cuantificarea activitatii acestuia si screening-ul de
compusi cu proprietati farmaceutice, inhibitori enzimatici ai proteazomului si ii) dezvoltarea unui
imunosenzor electrochimic pentru detectie de proteazom, ca biomarker in diverse boli autoimune,
cronice si cancer.

Activitatea proteazomului se poate cuantifica electrochimic prin utilizarea unor peptide marcate cu un
compus electroactiv, in cazul de fatd amino-metil-cumarina (AMC), care se elibereaza in urma actiunii
proteolitice a proteazomului si se oxideaza la electrod la un potential de aproximativ +0,80 V vs. Ag/AgCl,
asa cum este detaliat in Schema 1.
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Schema 1. Principul de detectie electrochimicd a activitdtii proteazomului utilizénd peptide
marcate cu AMC.

S-au fabricat noi biosenzori electrochimici prin imobilizarea proteazomului la suprafata unor electrozi
de carbon vitros (GCE) prin intermediul anticorpilor specifici acestuia, cu rol de anticorpi de captura. O
prima strategie a implicat utilizarea de GCE pe suprafata caruia s-au imobilizat 3 feluri de anticorpi,
specifici subunitatilor a si B si unul nespecific, prin reticulare cu aldehida glutarica. Proteazomul a fost
apoi imobilizat pe suprafata electrodului GCE/Ab prin intermediul interactiilor de bioafinitate tip antigena-
anticorp, obtinandu-se astfel biosenzorii GCE/Ab-20S, asa cum este prezentat schematic in Fig. 1A [1].

Fig. 1. Reprezentare schematicd a biosenzorilor cu proteazomul 20S obtinuti prin doud proceduri:
A) cu anticorpi imobilizati prin reticulare si B) cu anticorpi imobilizati prin cuplarea chimicd cu acid
mercaptofenilboronic; C) componentele biosenzorilor. Adaptatd din [2].
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S-a observat ca cei trei anticorpi utilizati au dus la obtinerea de biosenzori cu proprietati analitice
diferite utilizand acelasi substrat enzimatic, cel mai sensibil fiind cel bazat pe anticorpul specific subunitatii
B, cu o sensibilitate de 24,0 uA cm™2 mM™ si o limita de detectie de 0,4 uM. Acest biosenzor a fost utilizat
pentru evaluarea celor trei tipuri de activitate ale proteazomului, aceea de caspazd, chimotripsind si
tripsind, utilizand 6 substraturi enzimatice diferite, observandu-se o sensibilitate maritda Tn cazul
substratilor enzimatici ce vizeaza activitatea de chimotripsina.

S-au realizat studii de inhibitie enzimatica a doi compusi: epoxomicina si bortezomibul, ambii ducand
la o scadere a sensibilitatii biosenzorului cu proteazom, ca urmare a efectului inhibitor al acestora. S-a
putut determina, de asemenea, ca epoxomicina are un efect inhibitor ireversibil Tn timp ce bortezomibul
inhiba reversibil activitatea proteazomului 20S.

O a doua strategie de fabricare a biosenzorilor a implicat utilizarea unui electrod de Au modificat in
prealabil cu un monostrat auto-asamblat de acid mercapto-fenil-boronic care permite adsorbtia unui strat
subtire de anticorpi cu o orientare ridicata ce a permis imobilizarea intr-o maniera favorabild a
proteazomului (Au/MPBA/Ab-20S), asa cum este detaliat in Fig. 1B [2]. Tn urma evaludrii electrochimice a
acestui tip de biosenzor, s-a putut observa ca acesta este superior din punct de vedere analitic celui obtinut
utilizdnd procedura 1, cu o sensibilitate de aproximativ 10 ori mai mare, de 160,1 + 10,3 uA cm? mM™,

Pentru screening-ul de inhibitori ai proteazomului s-a utilizat si o alta strategie, care implica utilizarea
unei peptide sintetice cu marker electroactiv, imobilizata pe suprafata electrodului. Astfel, activitatea
proteazomului se analizeazd monitorizand clivajul peptidei sub actiunea proteazomului ca urmare a
imersiei electrodului/peptida in solutie de proteazom pentru timpi crescanzi de incubare.

Imunosenzorul electrochimic pentru detectia de proteazom 20S s-a fabricat utilizand biosenzorul
obtinut prin procedura 2: Au/MPBA/Ab-20S. Pentru aceasta, pe langa anticorpul de captura, s-a utilizat si
un al doilea anticorp de detectie, marcat cu enzima fosfataza alcalind, asa cum se poate observa in Fig.
2A. Aceasta enzima catalizeaza reactia de defosforilare a unui compus ne-electroactiv intr-un compus
electroactiv, ce poate fi cuantificat prin tehnici electrochimice. Tn cazul de fatd s-a folosit ca substrat
enzimatic aminofenilfosfatul care sub actiunea enzimei fosfataza alcalina trece in amimofenol, detectabil
electrochimic la potentiale foarte aproape de 0,0 V vs. Ag/AgCl.

Fig. 2. A) Reprezentare schematicd a imunosenzorului pentru proteazomul 20S si B) cuantificarea
electrochimicd a proteazomului utilizdnd imunosenzorul prin monitorizarea aminofenolului. Adaptatd din [2].

Constructia imunosenzorului a fost investigata prin tehnica microbalantei de cristal de cuart (QCM) si
a rezonantei plasmonilor de suprafata (SPR).

Adsorbtia chimica de 4-MBPA a dus la depunerea unei mase de 30 ng, ce a indicat acoperirea completa
a suprafetei cristalului de cuart (AuQC). A fost determinatd o masa totald de 233,3 ng cm™ de AbB
imobilizat, de peste doua ori mai mare decat cea raportata pentru strategii similare de imobilizare.
Urmatorul pas a vizat imobilizarea 20S, care a fost realizata prin imersia AuQC/4-MPB/AbB in solutii de
20S cu concentratii crescande de 5, 50, 100, 250 pug mL?, ceea ce a dus la adsorbtia de 1,68, 11,54, 24,0 si
respectiv 33,0 ng, cu o masa totala de 70,2 ng 20S.
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Rezultatele obtinute utilizdnd tehnica SPR sunt prezentate in Fig. 3, unde se observa ca dupa injectii
consecutive ale fiecarei componente ale imunosenzorului (AbB, 20S si Abcore-AlkP) Tn solutia de tampon,
Fig. 3a, semnalul SPR creste, ca urmare a proceselor de asociere/interactiune dupa injectarea fiecarei
componente. A fost posibild determinarea constantelor de asociere si disociere ka= 3,08 x 10* M s si kg
=1,64 x 102 s pentru complexul 4-MPBA/AbB, valori care arata stabilitatea complexului format. A fost
efectuat un experiment similar pentru diferite concentratii de 20S (1, 2 si 4 pg mL?) injectate consecutiv
pe suprafata Au/4-MPBA/AbB (Fig. 3B). Cresterea semnalului SPR cu cresterea concentratiilor de 20S a
fost observata atat in timpul fazelor de asociere, cat si de disociere. Analiza curbei a fost realizata prin
fitarea datelor experimentale cu un model , One-to-One Two-State” caracterizat printr-o interactiune
slaba initial, urmata de una mai puternica. Valoarea constantei de echilibru Kp = 6,01 x 10* M pentru
complexul Ab-20S arata o stabilitate foarte mare a acestuia.

Fig. 3. Semnalul SPR inregistrat: A) la Au/4-MPBA dupd injectii consecutive de anticorp AbB, 10 ug mL* 20S
si Abcore-AlkP; B) la Au/4-MPBA/AbB dupd injectii consecutive de 1, 2 si 4 ug mL™* de 20S. Preluatd din [2].

Imunosenzorul astfel obtinut a fost utilizat pentru cuantificarea electrochimica de proteazom 20S. S-
au obtinut doua domenii de linearitate a sensibilitatii imunosenzorului cu logaritmul zecimal al
concentratiei de 20S, primul domeniu pand la aprox. 20 ug mL* in timp ce al doilea domeniu, care are si
o valoare a pantei mai mare, cuprinde intervalul de concentratie de la 20 pand la 1000 pg mL?.
Imunosenzorul a prezentat si o dependenta liniara a sensibilitatii pentru intervalul de concentratie 20S
intre 55si 100 ug mL? 20S, care corespunde concentratiilor de proteazom circulator in ser in cazul situatiilor
patologice.
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Mecanismul redox al metioninei: studii voltametrice si de

spectrometrie de masa
Adrian Enache, Victor Diculescu

Metionina, Fig. 1, este un aminoacid esential cu rol protectiv, antioxidant, al componentelor proteice
din structura celulelor umane. Datorita atomului de sulf din structura sa reprezinta unul dintre aminoacizii
cei mai susceptibili pentru oxidare iar elucidarea mecanismului sau de oxidare este cruciald pentru
intelegerea proceselor biologice complexe.

Totodatd, este singurul aminoacid constituent al proteinelor si
enzimelor din celulele animale pentru care exista un sistem biologic
enzimatic, metionina sulfoxid reductaza/tioredoxina cu rol de conversie
al produsului de oxidare, sulfoxidul de metionina, Thapoi la metionina.

inca de la primele studii privind mecanismul de electro-oxidare al
metioninei a fost propusa, ca produs interimar, formarea de
dehidrometionina si sulfoxidul de metionina ca produs final. Pe langa
acestea, studii teoretice si experimentale demonstreazad faptul ca Fig. 1. Reprezentare schematicd
stabilizarea produsilor intermediari poate avea loc cu suport catalitic a structurii chimice
de la gruparile amino si carboxil. a metioninei.

in acest studiu, comportamentul electrochimic al metioninei a fost investigat folosind metodele
voltametrice si un electrod de carbon vitros. Prin corelarea rezultatelor obtinute cu rapoarte deja
publicate a fost propus un mecanism de oxidare electrochimica a metioninei, confirmat prin spectroscopie
de masa, Fig. 2.

Fig. 2 Spectrele de masd ale metioninei inainte (sus) si dupd (jos) electroliza. Preluatd din [1].

in vederea elaborérii mecanismului propus, Fig. 3, s-a avut in vedere faptul cd in functie de pH-ul
solutiei, metionina poate exista ca anion, zwitterion sau cation. S-a constatat ca electro-oxidarea are loc
numai pentru formele cationice si zwitterionice, in dou3 etape, la potentiale relativ mari, peste +1,0 V. In
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medii acide, unde existd metionina in forma cationica, ambele etape sunt dependente de pH iar
mecanismul de oxidare implica protoni din grupa amino protonata, in timp ce in medii usor acide sau
bazice cele doua reactii de oxidare au loc cu un singur electron si sunt independente de pH.
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Fig. 3 Mecanismul de electro-oxidare al metioninei si
voltamograme ciclice in solutie de metionind. Adaptatd din [1].

Conform mecanismului primul pas reprezinta oxidarea cu un singur electron a fragmentului tioeter si
formarea unui radical cationic. Dupa aceasta, radicalul metionina este stabilizat fie de gruparea amino si,
in cele din urma, transformat in sulfoxid de metionina prin hidroliza intermediarului dehidrometioning,
fie prin interactiunea cu o metionina neutra rezultdnd formarea unui radical cationic dimer de metionina
care poate fi apoi oxidat intr-un dication.
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Detectia electrochimica a leziunilor oxidative in proteine
Adrian Enache, Victor Diculescu

Stresul oxidativ este rezultatul dezechilibrului dintre speciile oxidante, e.g. radicalii liberi rezultati in urma
reactiilor metabolice, si capacitatea organismului de a neutraliza acesti radicali. Acest dezechilibru, favorizat
de tratamentele medicale, prezenta de corpuri straine in organism, razele UV, etc, poate afecta diverse
componente celulare si influenta procesele biologice precum adeziunea, cresterea si diviziunea celulara
ducand la imbatranire si dezvoltarea de anomalii medicale asociate imbatranirii, Schema 1.

Factori:
*  Mediu
* Genetici
* Etc.

Leziuni oxidative

U

Leziuni tisulare &= Lipide, Proteine, Acizi nucleici ———) Inflamatie

Imbatranire si boli asociate

Schema 1. Influenta stresului oxidativ asupra organismelor vii

Interactia radicalilor liberi cu proteinele are ca rezultat aparitia de leziuni oxidative atat in lantul
peptidic cat si in reziduurile laterale ale proteinelor. Printre aceste leziuni, cele mai raspandite sunt
reprezentate de formarea de grupari carbonil ce duce la pierderea functiilor biologice.

Datorita stabilitatii
chimice ridicate aceste
grupari pot fi considerate
biomarker-i de interes

biologic. Mai mult,
dezvoltarea unui senzor
electrochimic pentru
cuantificarea gruparilor

carbonil prezinta avantajul
unor determindri analitice
rapide, cu sensibilitate
ridicata si cu costuri reduse,

Schema 2.
_ _ _ in  vederea dezvoltarii
Schema 2. Model de biosensor pentru detectia de proteine supuse unui senzor pentru

leziunilor oxidative. determinarea gruparilor car-

bonil din proteinele oxidate a fost imobilizat la suprafata unui electrod de carbon vitros dinitrofenil
hidrazina (DNPH), compus chimic cu afinitate ridicata pentru gruparile carbonil. Avantajul folosirii acestei
molecule consta in faptul ca, datorita gruparii hidrazina, prezinta proprietati electroactive care dispar
dupa conjugarea hidrazinei cu gruparea carbonil a proteinelor, Fig. 1.
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0 min
180 min Fig. 1 Voltamograme de impuls diferential
1ona Y electrodul de carbon in solutie de DNPH
dupd diferiti timpi de incubare cu BSA si
BSA carbonilat. Adaptata din [1].
010 I 0:3 I 0:6 I 019

E |V (vs. Ag/AgCl)

Imobilizarea DNPH la suprafata electrodului a fost realizatd printr-o matrice polimerica Nafion-sulfat
de stiren (1:1) si, intr-o prima etapa, demonstrata prin masuratori de rezonanta a plasmonilor de
suprafata folosind ca proteina model albumina serica bovina (BSA), Fig. 2.

Raspunsul voltametric al senzorului dezvoltat pe suprafata unui electrod de carbon vitros, Fig. 3, a
aratat o scadere a maximului de oxidare al DNPH, la E, = 0,2 V, simultan cu cresterea concentratiei de BSA
carbonilat.

26 - buffer
) ]
o 24 buffer
S
& 22
<
o
&
204
g
3‘_ 10 nA
» 18- 1
nafion SS DNPH BSA
1500 30|00 45|00 -0|.2 0:0 0:2 0:4 0:6 0:8 1|.0 1:2
timels E/V (vs. Ag/AgCl)
Fig. 2 Raspunsul plasmonic al unui senzor de aur ~ Fig 3. Voltamograme de puls diferential obtinute cu
dupd diferite injectii de: nafion, sulfat de stiren, senzorul de carbonil dupd incubarea timp de 30 s in
DNPH, BSA si BSA carbonilat. solutii contindnd diferite concentratii de BSA carbonilat.
Adaptatd din [1]. Adaptatd din [1].

Senzorul a aratat o sensibilitate de 0,015 nmol carbonil per mg de proteina oxidata si o limita de
detectie de 50 ug BSA oxidat care contine 0,75 pmol carbonil.
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Dendrimeri cu continut ridicat de hidrazide pentru dezvoltarea
de bio(senzori). Sinteza si aplicatii.
Daniel N. Crisan, Teodor A. Enache, Victor C. Diculescu

Dezvoltarea de noi metodologii (bio)senzoriale electrochimice presupune sinteza de noi molecule
redox cu rol receptor in vederea recunoasterii moleculare la suprafata biosenzorului prin formarea de
legaturi chimice cu analiti de interes. Hidrazidele sunt molecule cu grupari chimice functionale, care
indeplinesc aceasta proprietate atat prin prisma activitatii electrochimice pe care o detin cat si prin
multitudinea de functionalizari chimice de tip ,,click” pe care o permit.

Dendrimerii, molecule polimerice mono-disperse, de dimensiuni nanometrice, cu structurd bine
definita si simetrica pot reprezenta o solutie la necesitatea dezvoltarii de noi metodologii de fabricare de
biosenzori. Tn acest context, au fost sintetizate noi molecule dendrimerice avand un continut ridicat de
hidrazide cu rolul de a creste disponibilitatea moleculelor de interes biologic la suprafata senzorilor. A fost
explorata sinteza acestora in conditii de reactie cat mai simple (i.e. Tn apa, temperaturi de reactie
apropiate de ambient, tehnici de purificare relativ nenocive etc.), prin formarea de legaturi peptidice intre
molecule de tip tri-amine si acizi tri-carboxilici, urmate de introducerea gruparilor hidrazide, Schema 1.
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H
le] OH H H
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0
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Schema 1. Schema reactiei de sintezd a dendrimerilor

Dendrimerii sintetizati au fost caracterizati prin rezonantd magnetica nucleara (*H RMN, 3C RMN, 2D
RMN), cromatografie lichida de Thalta performanta (HPLC), spectrometrie de masa (MS), spectroscopie in
infrarosu (FT-IR) si Raman, precum si prin metode electrochimice, Fig. 1. Spectrele *H RMN corelate cu
cele 13Csi 2D au dus la atribuirea semnalelor corespunzatoare celor 4 respectiv 7 medii ale protonilor din
compusul intermediar D1So1 si a dendrimerul protejat Boc-D1Gs.

Cromatograma dendrimerului deprotejat D1G1 a demonstrat puritatea inalta obtinuta. Din voltametria
ciclica s-a putut observa ca in urma deprotejarii dendrimerului, gruparea hidrazida este disponibild pentru
reactii chimice si electrochimice.
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Fig. 1: Spectrele 'H RMN ale A) compusului intermediar D1So; si B) ale dendrimerului protejat D1Gj.

De asemenea, interactia dintre terminatiile hidrazina si gruparile carbonil a fost explorata si evidentiata
prin HPLC, spectrofotometrie UV-Vis si electrochimic, Fig. 2.
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Fig. 2: Spectrul de masd ale intermediarului D1So; A) MSO si B) MS2. C) Cromatograma compusului
intermediar si a dendrimerului (C18 column, flux = 1 mL min, eluent = 20% AcCN (0,1% TFA) — 80% H-0
(0,1% TFA), 20 °C). D) Voltametrii ciclice ale dendrimerului protejat si deprotejat demonstrdnd activitatea
electrochimicd a hidrazidelor.

Performantele senzoristice ale acestor noi molecule dendrimerice au fost evidentiate prin integrarea
lor in senzori, ca element de recunoastere moleculard, pentru determinarea leziunilor oxidative din
proteine. Astfel, au fost dezvoltati senzori impedimetrici pentru cuantificarea gruparilor carbonil din
proteine, rezultate in urma interactei cu reactivi Fenton, folosind albumina serica bovind ca model
proteomic si electrozi de aur fabricati prin fotolitografie ca transductori electrochimici.
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Biosenzori pentru detectia mutatiilor genetice
Victor C. Diculescu, Anca Aldea

Mutatiile genetice genereaza proteine cu activitati necorespunzatoare si reprezinta principala cauza a
afectiunilor medicale. Discriminarea mutatiilor in ADN este importanta si poate fi realizata electrochimic
folosind biosenzori cu ADN. Testele pentru determinarea mutatiilor in ADN implica experimente de
hibridizare bazate pe complementaritatea intre cele doua catene ce formeza dubla elice. O strategie
pentru detectia fenomenelor de hibridizare implicd monitorizarea semnalelor unor indicatori
electrochimici ce interactioneazi selectiv fie cu o singurd caten3 fie cu elicea dubl3 a ADN-ul. in cazul de
fatd s-a avut in vedere fabricarea unui biosenzor pentru detectia genei BCR/ABL cracteristica leucemiei
mieloide cronice.

Biosenzorul este constituit dintr-o secventa de ADN, o oligonucleotida (ODN) complementara mutatiei
BCR/ABL numita sonda, imobilizatd la suprafata unui electrod de Au. Au fost testati electrozi de tip
Au/Ti/SiO,/Si si Au/PMMA/PET. La proiectarea sondei, s-a avut in vedere modificarea partii centrale cu o
grupare tiofosfat, prin substituirea unui atom de oxigen din grupul fosfat cu un atom de sulf (ceea ce duce
la o secventd de ADN fosforotiolata denumita PS-ODN). Aceastda modificare a fost esentiald pentru
imobilizarea sondei la suprafata electrodului, Fig. 1A.

Strategia utilizata pentru investigarea reactiilor de hibridizare in cazul biosenzorilor pe baza de ODN,
include trei pasi, acestia fiind imobilizarea sondei pe suprafata electrodului, hibridizarea cu lantul
complementar si in final, transductia, Fig. 1B.

Fig. 1. Reprezentare schematicd a: A) structurii chimice a ODN fosforotiolate si
B) etapelor de fabricare ale biosenzorului: i) imobilizarea sondei, ii) hibridizare cu lantul complementar si
iii) transductia- interactie cu albastru de metilen (MB).

Pentru a demonstra importanta gruparilor de sulf din structura PS-ODN in imobilizarea acesteia pe
suprafata de aur s-a utilizat rezonanta cu plasmoni de suprafata (SPR), Fig. 2. Masuratorile au fost
efectuate alternand ciclurile de asociere (injectii cu PS-ODN)-disociere (injectii cu apa)-spalare (acid
sulfuric) in flux de tampon fosfat 0,1 M pH 7,0. S-au efectuat injectii consecutive de diferite concentratii
de PS-ODN demonstrandu-se adsorbtia acesteia la suprafata electrodului de Au. De asemenea, au fost
efectuate experimente de control utilizdnd o secventa ODN dar fara grupari tiofosfat demonstrandu-se
necesitatea acestei modificari pentru o imobilizare robusta a sondei.

23



REZULTATE DIN CADRUL PROIECTULUI NANOBIOSURF

Fig. 2. Sensograme SPR obtinute pentru adsorbtia PS-ODN la diferite concentratii.

Urmatorul pas, a fost hibridizarea sondei imobilizate la suprafata electrodului prin incubarea
biosenzorului intr-o solutie ce contine secventa caracteristica genei BCR/ABL denumita si proba, Fig. 1B
ii. Transducerea procesului de hibridizarea a fost facuta prin voltametrie cu impuls diferential urmarind
peak-ul de reducere al albastrului de metilen, un compus electroactiv care interactioneaza prin intercalare
dar si prin interactii electrostatice cu ADN-ul si care permite diferentierea intre o secventda de
monocatenara si un duplex.

Fig. 3. A) Voltamograme cu impuls
diferential inregistrate in tampon
fosfat 0,1 M pH 7 dupd incubarea
biosenzorului in solutii de diferite
concentratii de probd.
B) Curba de calibrare
corespunzdtoare.

Biosenzorul a fost incubat in solutii cu diferite concentratii de proba, Fig. 3, iar voltamogramele au aratat
o crestere a curentului de reducere al MB cu cresterea concentratiei de proba ceea ce a permis construirea
unei curbe de calibrare cu o sensibilitate de 5,05 uA cm™? pM™ si determinarea unei limite de detectie a
genei BCR/ABL de 1,12 pM. Nu in ultimul rand, trebuie mentionat cad au fost efectuate experimente de
control cu secvente partial complementare sau necomplementare sondei, toate acestea demonstrand
selectivitate biosenzorului pentru secventa caracteristica genei BCR/ABL a leucemiei mieloide cronice.
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Evaluarea electrochimica a interactiei dintre compusi farmaceutici si

acidul dezoxiribonucleic
Teodor Adrian Enache, Victor C. Diculescu, Mihaela Bunea

Interactia acidului dezoxiribonucleic (ADN) cu moleculele biologic active reprezinta una din
preocuparile fundamentale din domeniul stiintelor vietii. Un prim pas necesar in elucidarea mecanismelor
de interactie il reprezinta dezvoltarea de modelele experimentale adecvate studiilor la nivel de laborator.
Pe de alta parte, procesele biologice sunt guvernate de reactiile de transfer de electroni, ceea ce inseamna
ca metodele electrochimice pot fi utilizate cu succes pentru a simula interactiuni complexe biochimice ce
au loc in vivo.

Azatioprina

n vederea identificarii mecanismului de interactiei a ADN-ului cu azatioprina, compus farmacologic cu
rol imunosupresiv, a fost realizat un biosenzor electrochimic pe baza de ADN prin modificarea suprafetei
transductorului, reprezentat de un electrod de carbon vitros, cu o solutie concentratd de ADN.

Voltamograma de puls diferential Tnregistrata
pentru biosenzorul de ADN a prezentat doua
maxime de oxidare corespunzand reziduurilor de
guanind, la potentialul de 0,9 V, si adening, la
potentialul de 1,25 V, Fig. 1 (eee). Tn urma
incubarii biosenzorului de ADN cu azatioprina a
fost observata atat aparitia unui nou maxim de
oxidare, la potentialul de 0,65V, cat si modificari
ale potentialelor si curentilor de oxidare ale
guaninei si adeninei, Fig. 1 (==).

Pentru clarificarea mecanismului de interactie
dintre ADN si azatioprind au fost de asemenea
efectuate studii de spectrometrie de masa
folosind ca proba filmul de ADN al biosenzorului
supus digestiei acide dupa interactia cu
azatioprind sub potential aplicat. Astfel, dupa
fabricarea biosenzorului acesta a fost introdus
intr-o solutie de azatioprina unde timp de 10 min
a fost aplicat potentialul de -0,65 V dupa care filmul de ADN a fost inldturat si supus digestiei acidein 1 M
HCIO4, urmand apoi ca solutia finala sa fie neutralizata cu NaOH, Schema 1.

[DNA] = 35 mg mL"
[AZA] = 500 uM “II— Spectrometrie de masa
= 28

Fig. 1 Voltamograme de puls diferential obtinute in
tampon acetat pH = 4.5 pentru (eee) biosenzorul de
ADN (==) incubat cu 100 uM azatioprina.

Digestie acida (1 M HCIO4) 10 min
Neutralizare (1 M NaOH)

Schema 1 Protocolul de prepare al probei pentru spectrometria de masd
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n spectrul de masa obtinut folosind solutia de ADN preparatd conform protocolului descris anterior au
fost identificati atat produsul de oxidare al guaninei cat si complexe moleculare formate din reziduuri de
adenina si fragmente de azatiopring, Fig. 2.

Fig. 2 Spectrul de masd al ADN-ului obtinut dupd interactia cu azatioprina si digestie acidd.

n acest studiu biosenzorul electrochimic de ADN a fost folosit pentru a studia interactiunea dintre ADN
si azatioprinad si a fost demonstrat faptul ca in urma interactiei au loc modificari structurale ale ADN-ului
si leziuni oxidative identificate prin aparitia maximului de oxidare al 8-oxo-deoxiguanozina, produsul de
oxidare al guaninei. Totodata, studiile de spectrometrie de masa au demonstrat si formarea de complexe
moleculare intre bazele purinice si fragmente de azatioprina.

Bortezomib
Totodata a fost investigat si mecanismul de interactie dintre ADN si bortezomib, cu ajutorul
biosenzorului cu ADN dar si in solutii incubate atat prin voltametrie cat si prin spectrometrie de masa.
Experimentele electrochimice initiale, in solutii incubate, au demonstrat ca inh urma interactiei ADN-
bortezomib, centrii electroactivi ai
bortezomibului sunt intercalati intre
bazele azotate ale ADN-ului, devenind

astfel indisponibili oxidarii
electrochimice. Pe de alta parte,
experimentele cu biosenzorul

electrochimic cu ADN, au permis
generarea in situ de radicali ai
bortezomibului si investigarea
interactiei acestora cu  ADN-ul
imobilizat la suprafata electrodului,
Fig. 3. Astfel, incubarea biosenzorului
intr-o solutie de bortezomib si la un
potential aplicat de +0,85 V
corespunzator reactiilor redox ale
compusului, au demonstrat scaderea
progresiva, atat cu timpul de incubare
cat si cu concentratia, a peak-ului de
oxidare a guaninei.

Aceste rezultate, impreuna cu spectrometria de masa, au indicat o interactie directa intre reziduurile
de guanina din structura ADN-ului si bortezomib, cu formarea unui aduct. A fost propus un mecanism de
interactie intre ADN si radicalii redox ai bortezomibului.

Fig. 3 Voltamograme de puls diferential obtinute in tampon
acetat pH = 4,5 pentru biosenzorul de ADN inainte (orange) si
dupd incubarea la +0,85 V cu 100 uM bortezomib.
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Efectul stresului oxidativ asupra celulelor vii
Adrian Enache, Luminita Andreea Radulescu, Caroline Sanz, Melania Onea,
Victor Diculescu

Efectul stresului oxidativ asupra sistemelor biologice implica diverse etape chimice si biologice. Efectele
directe au ca si cauza principala interactia componentelor celulare (ADN, proteine, lipide etc.) cu specii
reactive de oxigen cum ar fi ionul superxid Oz, radicalul hidroxil, sau peroxidul de hidrogen. Efectele
indirecte sunt datorate, Tn mare masura, alterarii proceselor biologice normale si a componentelor
celulare.

Evaluarea efectului indus de diversi factori de stres oxidativ asupra celulelor a fost realizata folosind
doua linii celulare, L929 — fibroblaste de soarece si B16 — melanom de soarece, in conditii experimentale
specifice. Factorii de stres oxidativ investigati au fost:

- Peroxidul de hidrogen (H,03)
- Potentialul aplicat

- Compusi farmaceutici

- Materiale nanostructurate

Efectul peroxidului de hidrogen asupra celulelor B16 a fost investigat prin studii de voltametrie ciclica
si microscopie electronica de baleiaj si de fluorescenta. Atat pentru studiile voltametrice cat si pentru
microscopie au fost folosite suprafete
de aur ca suport pentru culturile
celulare. Verificarea
biocompatibilitatii suprafetelor de
aur a fost verificata folosind
microscopia de fluorescenta, Astfel,
celulele B16 au fost Thsamantate pe
suprafetele de aur si sticla la o
densitate de 5000 celule/cm? si dupa
48 de ore de incubare, folosind

acridin orange ca indicator
Fig. 1. Imagini de microscopie de fluorescentd realizate fluorescent, au fost inregistrate

pentru celulele B16 crescute pe suprafete de sticld (sténga) si ~ imagini de microscopie, Fig. 1.
aur (dreapta) la o magnificare 40X; indicator fluorescent: Dupa cum se poate observa din
acridin orange imaginile  de  microscopie de

fluorescenta, atat pe suprafata de
sticla cat si pe cea de aur, celulele prezinta o morfologie specifica, s e —
au nucleul bine definit si sunt prezente pe intreaga suprafata,
ceea ce demonstreaza o viabilitate celulara ridicata.

De asemenea, morfologia celulelor crescute pe electrozi de
aur (d =1 mm) a fost evaluata prin microscopie electronica de
baleiaj (SEM), Fig. 2, folosind ca agenti de fixare 3% formaldehida
si 0,25% glutaraldehida si pentru postfixare 0,1 % OsOa. Imaginile
SEM finregistrate dupa 24 de ore de incubare a celulelor pe
suprafata electrodului prezinta morfologia specifica celulelor B16
confirmand biocompatibilitatea acestui material.

Pentru a evalua efectul peroxidului de hidrogen asupra  Fig. 2 Imagini SEM obtinute pentru
celulelor B16 au fost inregistrate voltamograme ciclice, pentru celulele B16 crescute pe aur.
celulele crescute pe suprafata electrozilor timp de 24 h, inainte si dupa incubarea, timp de 30 min, cu
diferite concentratii de H,0,, Fig. 3. De asemenea au fost efectuate experimente control folosind doar
mediul de cultura.
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Fig. 3 Voltamograme ciclice inregistrate cu electrozi de aur pentru mediul de culturd si celulele B16
Tnainte si dupd incubarea cu H20;.

Rezultatele voltametrice au aratat ca H,O, induce aparitia unui maxim de oxidare, in jurul valorii de
potential de 0,5V, pentru culturile celulare dar nu si pentru mediul de cultura, Fig. 3. Mai mult, curentul
maximului de oxidare creste o data cu cresterea concentratiei de H,0,. Acest lucru demonstreaza faptul
ca in prezenta H,0; culturile celulare elibereaza compusi electroactivi ca raspuns la stresul oxidativ.

Fig. 4 Imagini de microscopie de fluorescentd (stdnga) si electronicd de baleiaj (dreapta) obtinute pentru
celulele B16 crescute 48 si 24 h pe electrozi de aur si incubate timp de 30 min cu H20,.

Au fost de asemenea efectuate imagini de microscopie de fluorescenta si electronica de baleiaj pentru
culturile celulare B16 crescute pe suprafete de aur timp de 48 h (Fig. 4 — stanga) si 24 h (Fig. 4 — dreapta)
si incubate 30 min cu H;0,. Imaginile obtinute au aratat ca desi celulele prezinta aceeasi morfologie
specifica, Fig. 4, numarul acestora scade in comparatie cu rezultatele obtinute fara incubarea cu H,0,, Fig.
1si2.

Influenta potentialului aplicat asupra culturilor celulare crescute pe suprafete conductoare a fost
investigat folosind linia celulara de fibroblaste de soarece L929 si electrozi serigrafiati, de unica folosinta,
de carbon si aur. Astfel, dupa 24 h de crestere a celulelor pe suprafetele electrozilor in conditii controlate
au fost inregistrate voltamograme ciclice, Fig. 5.
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Fig. 5 Voltamograme ciclice obtinute pentru culturile celulare L929 crescute 24 h pe electrozi Dropsens
de aur (AuDSe) si carbon (CDCe).

Rezultatele voltametrice au evidentiat prezenta unui maxim de reducere, in jurul valorii de -0,4 V, atat
la electrozii de aur cat si la cei de carbon, unde intensitatea curentului a fost mult mai mare, Fig. 5 -
stanga. De asemenea, a fost observat faptul ca modificarea limitelor de potential, i.e Vmin Si Vmax, duce la
modificari ale potentialului si curentului maximului de reducere ceea ce indica faptul ca potentialul aplicat
culturilor celulare influenteaza eliberarea de specii electroactive de catre acestea.

Fig. 6 Imagini de microscopie electronicd de baleiaj si de fluorescentd obtinute pentru celulele L929
crescute 24 h pe suprafete de carbon si aur.

n vederea clarificdrii comportamentului redox al celulelor crescute pe suprafetele de aur si carbon au
fost inregistrate imagini de microscopie electronica de baleiaj si de fluorescenta, Fig. 6. Atat imaginile SEM
cat si de fluorescentd, folosind indicator acridin orange, au demonstrat o viabilitate mult mai redusa a
celulelor crescute pe suprafete de aur in comparatie cu cele crescute pe carbon, fapt ce explica diferentele
dintre curentii de reducere obtinuti folosind cei doi electrozi (Fig. 5 — stanga). Mai mult, a fost evidentiat
faptul ca dupa inregistrarea unei voltamograme pe intervalul de potential -0,6 - +0,6 V are loc o scadere
anumarului de celule, ceea ce inseamna ca aplicarea de potentiale ridicate poate induce moartea celulara.
Pentru studiul viabilitatii celulare si/sau a citotoxicitatii induse de anumite medicamente, i.e. azatioprina
si gruparile componente — mercaptopurina si nitroimidazol, bortezomib si shikonin si de nanofirele de ZnO
si CdTe a fost folosita linia celulara L929 derivata din fibroblaste de soarece. Celulele fibroblaste au fost
crescute Tn placa de culturad cu 96 de godeuri (densitate initiala 7000 celule/godeu), folosind mediu de

29



REZULTATE DIN CADRUL PROIECTULUI NANOBIOSURF

cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) cu continut redus de glucoza (1g/L), suplimentat cu
10% ser fetal bovin si 1% antibiotice (streptomicina si penicilind), in conditii controlate (umiditate, 5% CO,,
37°C), in prezenta medicamentelor si a nanofirelor. Dupa cultivarea celulelor timp de 24 h, gradul de
proliferare celulara a fost investigat folosind testul MTS, care are la baza transformarea sarii de tetrazoliu
MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), sub
actiunea succinat-dehidrogenazei mitocondriale din celulele viabile, in formazan. Pentru determinarea
proliferarii celulare, dupa 3 ore de incubare produsul de reducere al MTS a fost determinat prin masurarea

adsorbantei la 490 nm, utilizand un cititor de microplaci.
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Fig. 7. Viabilitatea celulard raportatd la control
(placd de culturd) obtinutd pentru culturi celulare
L929 incubate cu solutii de 50 si 100 uM azatioprind,
nitroimidazol si mercatopurind (AZA50/100, NI50 si
MP50) expuse timp de 90 min la simulatorul solar
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Pentru a studia efectul azatioprinei (AZA)
si a partilor componente ale acesteia,
nitroimidazol (NI) si mercaptopurina (MP),
asupra celulelor vii au fost efectuate studii
de viabilitate celulara folosind solutii de
AZA, NI si MP preparate inainte si dupa
expunerea timp de 90 de minute la
simulatorul solar, Fig.7. Concentratiile
folosite pentru incubarea culturilor celulare
au fost de 50 si 100 uM pentru AZA si 50 uM
pentru NI si MP.

Tn cazul celulelor incubate cu solutii de
AZA studiile au aratat o scadere a viabilitatii
celulare, in comparatie cu controlul, de
aproximativ. 20 de procente pentru
concentratia de 100 pM, Fig. 7. Pentru
solutiile de AZA expuse simulatorului solar
viabilitatea observatd a fost cu cateva
procente mai scazuta in comparatie cu
solutiile neexpuse. De asemenea, a fost
observat faptul ca viabilitatea celulara a
scazut pentru celulele incubate cu NI si MP,

unde cele mai mici valori ale viabilitatii au fost obtinute pentru celulele incubate cu solutii de MP, Fig. 7.

Fig. 8. Viabilitatea celulard raportatd la control (placé de culturd) obtinutd pentru culturi celulare L929
incubate cu solutii de A) 1 si 5 uM bortezomib si B) 1 si 10 uM shikonin.

Pentru inhibitorul de proteazom, bortezomib, testele de citotoxicitate au aratat o scadere graduala a
viabilititi o datd cu cresterea concentratiei de compus, Fig. 8A. in comparatie cu controlul, valoarea
viabilitatii a scazut Tn jurul valorii de 80% pentru concentratiile de 1 uM ajungand pana la 70% in cazul
concentratiei de 5 uM. Tn mod similar, sikonin, inhibitor de kinaz§, a indus o scidere a viabilitatii celulare
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la aproximativ 20% pentru concentratii de ordinul micromolar, Fig. 8B. Nu au existat diferente ale
viabilitatii pentru concentratiile de 1 si 10 uM sikonin. Aceste studii au aratat ca la concentratii scazute
inhibitorii enzimatici induc scaderi semnificative ale viabilitatii celulare prin blocarea mecanismelor
enzimatice, Fig. 8.

Efectul nanofirelor de ZnO si CdTe asupra celulelor L929 a fost investigat prin studii de viabilitate
celulara. A fost evidentiat faptul ca nanofirele de ZnO nu afecteaza viabilitatea celulara, insa cele de CdTe
au indus o scadere a viabilitatii celulare la aproximativ 20%, Fig. 9.

Fig. 9. Viabilitatea celulard raportatd la control (placd de culturd) obtinutd pentru culturi celulare L929
incubate cu nanofire de ZnO si CdTe in suspensie

Dezvoltarea laboratorului de biologie celulara in cadrul proiectului NANOBIOSURF a deschis noi directii
de cercetare in cadrul Institutului de Cercetare Dezvoltare pentru Fizica Materialelor facand posibila
explorarea biocompatibilitatii noilor materiale fabricate si integrarea culturilor celulare in modele
experimentale complexe. Astfel, prin perfectionarea tehnicilor de litografie a fost posibil obtinerea de
suprafete de aur cu biocompatibilitate ridicata ce au permis evidentiere efectelor stresului oxidativ asupra
celulelor folosind metodele voltametrice. De asemenea, posibilitatea de a investiga efectele a diferiti
compusi chimici, de interes biologic, sau a diverse nanostructuri asupra viabilitatii celulare permite o mai
buna intelegere a mecanismelor de interactie dintre acestia si componentele celulare, pe de o parte, cat
si integrarea culturilor celulare in sisteme senzoristice complexe.
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