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PROCEDEU PENTRU IMOBILIZAREA PROTEINELOR
PE SUPRAFATA FLUORURII DE POLIVINILIDEN

Inventia se refera la un procedeu de imobilizare a proteinelor la suprafata fluorurii de
poliviniliden (PVDF) pentru imbunététirea biocompatibilitatii cu mediul biologic si obtinerea
de biosenzori.

Rezultatele au fost obtinute in cadrul proiectului ID 2541, intitulat “Studii privind
realizarea de biosenzori piezoelectrici folosind un substrat polimeric”; nr. contract de

Sfinantare: 531/ 19.01.2009.

Fluorura de poliviniliden (PVDF), cu formula (-CH2-CF2-)n, este un fluoropolimer
termoplastic nereactiv si de puritate inaltd. PVDF este un plastic special, fiind utilizat in
aplicatii care necesitd cea mai inalta puritate, rezistentd mecanica si la solventi, acizi, baze si
caldura, emite foarte putin fum in timpul incendiilor. Comparativ cu alti fluoropolimeri, se
topeste foarte usor, deoarece are un punct de topire relativ scazut (de aproximativ 177°C). Are
o densitate mica (1.76 g/cm?) si un pret de cost scazut. Este disponibil ca tuburi, plici, filme si
fire izolatoare. Poate fi injectat, turnat In matrite sau ondulat si se utilizeaza in mod obisnuit in
industriile chimica, ca semiconductor, in sectorul medical si de aparare (aviatie si
aerospatiald), precum si n bateriile de litiu. O pulbere find, cunoscutd sub denumirea
comerciald de KYNAR 500 PVDF sau HYLAR 5000 PVDF, este utilizatd ca ingredient
principal in vopselele pentru metale si in constructii. PVDF se vinde intr-o varietate de
denumiri comerciale, ca: Hylar (Solvay), Kynar (Arkema) si Solef (Solvay). Membranele de
PVDF sunt utilizate pentru imobilizarea proteinelor, datoritd afinitdtii nespecifice pentru
aminoacizi.

Pre-adsorbtia de proteine poate fi utilizatd pentru a satura suprafata cu un strat de
proteine, in acest mod acea suprafatd nemaifiind valabild pentru legarea si activarea altor
proteine [1]. Suprafetele tratate cu albumind sunt rezistente la adeziunea plachetelor, fiind
caracterizate de o tolerantd imbunatitita la lichidele biologice si de o hemocompatibilitate
ridicata. In acelasi timp, albumina determina cresterea numaérului de grupe functionale (NH; si
—COOH) la suprafata polimerului, ceea ce permite legarea ulterioard de molecule bioactive,
extinzand astfel domeniul de aplicabilitate al acestora. Reticularea sau pre-tratamentul fizic
al suprafetei creste stabilitatea biomoleculelor adsorbite fizic [2].

Scopul inventiei de fatd este de a elabora un procedeu eficient, simplu si reproductiv pentru
mediile biologice, pentru largirea gamei de aplicatii in domeniul medical.

Au fost utilizate urmaétoarele materiale:

S-au folosit filme de polifluorurd de viniliden (PVDF), cu grosimea de
0,25 mm (Goodfellow, England). Acesta este un polimer fluorurat, alb, semi opac,
semicristalin. Densitatea sa este de 1.76 g/cm’ si limita superioara a temperaturii de lucru este
cuprinsa intre 135 si 150°C.
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Proteina A (Sigma Chem) are o masad moleculard de 42 kDa si punctul izoelectric pl de 5,3.
Proteina A are o catend peptidicd liniard care contine domenii structurale bogate in acid
aspartic si glutamic fara cisteind [3].

Triglicina (glycil-glycil-glycina), (Sigma Aldrich), are formula moleculara C6H1 IN2C4 si
puritate >99%.

Albumina. Albumina din serul de bovine (BSA) este constituitd din 582 amino acizi i are
legaturi disulfidice [4]. Deoarece BSA este o proteina globularad hidrofoba, este usor adsorbita
pe suprafata polimerilor sintetici ca PE, PTFE, CA, PVDF si PS [5, 6, 7]. Albumina folosita
in studiu a fost cumpdratd de la Sigma-Aldrich, are un continut de apd de 1,7 %, greutatca
moleculard 69,000, punctul izoelectric de 4,9. BSA a fost selectati pentru studiu deoarece este
accesibild, are puritate avansatd si se adsoarbe pe un numdr mare de materiale, inc uzénd
PVDF [8].

Albuminele se caracterizeaza printr-un continut mic de triptofan si metionind si un continut
mare de cisteind si aminoacizi cu sarcini electrice, ca acidul aspartic si glutamic, lisina si
arginini. Structura secundara contine aproximativ 68% - 50% alfa-helix si 16% -18% placi
beta.

Inventia prezintd avantajul cid imobilizarea proteinelor se realizeazi prin procedee fizice,
obtinerea de biosenzori pe substrat polimeric.
In vederea fixdrii ulterioare a unor proteine pe un suport de PVDF, acesta a fost actival in
plasmi de microunde. Se poate urma una dintre urmétoarele doud strategii, $i anume:
* fie substratul polimeric este modificat in plasma N, sau Ny/Hj, proteina fiind in prealabil
activata pentru a permite grefarea sa pe substratul polimeric prin grupele sale carboxil;
* fie polimerul este modificat in plasma CO,, permitind fixarea grupelor carboxil; substratul
astfel modificat este activat pentru a permite grefarea proteinei prin grupele sale amino.
Conditiile optime de tratament in plasmd de microunde, care conduc la o functionalizare
crescutd a suprafetei polimerice, fard deteriorarea proprietitilor de volum [9,10] au fost
urmétoarele:

a) plasma CO;: Q=10 sccm, P=50W, t =30 sec,d =10 cm;

b) plasmi Nj: Q =10 sccm, P =50 W, t = 60 sec, d = 10 cm;

¢) plasmi N2/H,, in raportul 25/75: Q = 10 sccm, P =50 W, t = 60 sec, d = 10 cm.
Aceste tipuri de activare in plasmad conduc la obtinerea de suprafete acide, amfotere si,
respectiv, bazice.
Filmele de PVDF netratate si tratate in plasmd de microunde si folosind diferite gaze de
descircare, pentru conditiile optime de tratament stabilite anterior, au fost acoperite cu straturi
de diferite proteine (proteind A (prA), triglicind (TG), albumind din ser bovin (BSA)). in

.....

biosenzori.

Acoperirea filmelor de PVDF, tratate in plasma de microunde in conditiile mentionate
anterior, cu proteine s-a realizat prin douid metode, si anume:
e Prin adsorbtie fizicd

In cazul proteinei A si al triglicinei, solutia de proteind (10 pl. de concentratie
¢=2,5 mg/mL) a fost depusa pe suprafata filmului de PVDF activat in plasma, care a fost apoi
mentinut la temperatura de 4°C, cel putin 15 ore. Excesul de proteini a fost, apoi, indepartat
prin spilarea cu solutie tampon fosfat PBS.

In cazul albuminei, filmele de polimer au fost imersate, la temperatura camerei, intr-o solutie apoasa
de 2% albumina. Raportul polimer/albumina a fost pastrat aproximativ constant (1/2 %/%) [11].

nl\
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e Prin grefare

Filmele de polimer au fost tratate cu 75 mM EDC (l-etil-3-(-dimetilaminopropil)
carbodiimidd) + 15 mM NHS ((N-hidroxisuccinimida) si proteind (10 pL la concentratie
¢=2,5 mg/mL), timp de o ord, pentru a transforma grupele terminale carboxil, prin generarea
unui intermediar stabil ester amino acil. Dupd condensarea proteinelor, are loc aminoliza
NHS. Excesul de proteind a fost indepartat prin spélarea cu PBS (pH 7,4). Inainte de a fi
analizate, toate filmele au fost pastrate la temperatura de 4°C.

Grefarea a avut loc in prezenta EDC (1-etil-3-(-dimetilaminopropil) carbodiimidd) si
NHS (N-hidroxisuccinimidd), conform reactiilor din schema urmitoare:

NH-C,H,

/
COOH + EDC coo—C
g SN NA(CH )N(CH,),

rotema .
+NHS 00— "‘ + P » C0OQ — Proteina
(o)

a

Proteina: triglicind sau proteind A

Proteind + EDC/NHS (in solutie) —» Proteind activati

+' - .
NH2 Proteina activata NH. Proteina
—_—

b

Schema 1. Reactiile cele mai posibile pentru grefarea proteinelor in cazul tratamentului PVDF
in plasma de CO; (a) si N; sau N/H; (b)

Activarea prin agentii de cuplare (EDC si NHS) imbunétiteste stabilitatea acoperirii si
usureazd formarea unui intermediar potrivit pentru condensarea proteinelor, determinind o
sensibilitate inalta si o bund precizie pentru aceste metode de acoperire [12,13].

Dupa aplicarea celor doui metode de acoperire cu proteine, s-a urmdrit testarea
obtinerii de monostraturi de proteine la suprafata polimerului activat in plasmd, precum si
testarea credrii de legdturi intre centrele active ale PVDF §i proteinele respective. Pentru a
evidentia adsorbtia fizicd/grefarea acestor proteine, s-au utilizat o serie de metode de
investigare, precum: metoda unghiului de contact, spectrometria ATR-FTIR, SEM/EDX,
XPS, teste de imunofluorescenta.
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In continuare, se dau cinci exemple de aplicare a inventiei, rezultatele fiind evidentiate
de datele din Figurile 1-5.

Exemplul 1: Trei tipuri de suprafete activate in plasma de microunde de CO,, N, si No/H,,
obtinute in conditiile optime de tratament amintite, fiind adecvate pentru acoperirea cu
proteine, si anume: suprafete acide (obfinute prin activarea in plasmi de CO,, cand
rugozitatea este crescutd si este realizatd implantarea de functionalitiiti ce contin oxigen (in
principal grupe carboxil)) [14,15,16,17], suprafete bazice (obfinute prin activare in plasmd
de NyH>) [9] si suprafete amfotere (obfinute prin activarea in plasmd de N,) [18], sunt
acoperite  cu 10 pupulL de solutie de proteindi A de  concentratie
¢=2,5 mg/MI. Solutia se depune pe suprafata filmului de PVDF si apoi acesta se mentine la
temperatura de 4°C, cel putin 15 ore. Excesul de proteind neadsorbit se indeparteazd prin
spalare cu solutie tampon fosfat PBS. Filmele acoperite cu proteine sunt apoi caracterizate
prin spectroscopie ATR-FTIR, metoda unghiului de contact, AFM, XPS, teste de
imunofluorescentd. Determinarea cantitativd a proteinei imobilizate s-a efectuat prin
masuritori gravimetrice.

Exemplul 2: Trei tipuri de suprafete activate in plasmé de microunde de CO,, N, si No/Ha,
obtinute in conditiile optime de tratament in plasmd mentionate mai sus, sunt tratate cu 75
mM  EDC  (l-etil-3-(-dimetilaminopropil)  carbodiimidd) + 15 mM NHS
((N-hidroxisuccinimid3) si proteind A (10 pL la concentratie ¢=2,5 mg/mL), timp de o ora,
pentru a transforma grupele terminale carboxil, prin generarea unui intermediar stabil ester
amino acil. Dupa condensarea proteinelor, are loc aminoliza NHS. Excesul de proteina a fost
indepartat prin spalarea cu PBS (pH 7,4). Inainte de a fi analizate, toate filmele au fost
pastrate la temperatura de 4°C.

Exemplul 3: Trei tipuri de suprafete activate in plasma de microunde de CO,, N, si N,/H,, obtinute in
conditiile optime de tratament in plasma, adecvate pentru acoperirea cu proteine, sunt acoperite cu 10
uL de solutie de triglicind de concentratie ¢=2,5 mg/mL, care se depune pe suprafata filmului
de PVDF si apoi acesta se mentine la temperatura de 4°C, cel putin 15 ore. Excesul de
proteind neadsorbit se indepérteazd prin spilarea cu solutie tampon fosfat PBS. Filmele
acoperite cu triglicind sunt apoi caracterizate prin spectroscopie ATR-FTIR, metoda
unghiului de contact, AFM, XPS, teste de imunofluorescenta.

Exemplul 4: Trei tipuri de suprafete activate in plasmi de microunde de CO,, N, si N,/H,, obtinute in
conditiile optime de tratament in plasma mentionate mai sus, sunt tratate cu 75 mM EDC (1-etil-3-
(-dimetilaminopropil) carbodiimida) + 15 mM NHS
((N-hidroxisuccinimida) si triglicind (10 ulL la concentratie ¢=2,5 mg/mL), timp de o ora,
pentru a transforma grupele terminale carboxil, prin generarea unui intermediar stabil ester
amino acil. Dupd condensarea proteinelor, are loc aminoliza NHS. Excesul de proteind a fost
indepartat prin spdlarea cu PBS (pH 7,4). Inainte de a fi analizate, toate filmele au fost
pastrate la temperatura de 4°C.

Exemplul 5: Trei tipuri de suprafete activate in plasma de microunde de CO,, N, si Ny/H,,
obtinute in conditiile optime de tratament in plasma, adecvate pentru acoperirea cu proteine,
sunt acoperite prin procedeul de imersie a filmelor la temperatura camerei, in solutia apoasa
de albumind, de concentratiec 2%. Determinarea cantitativi a albuminei imobilizate s-a
efectuat prin masuratori gravimetrice. Inainte si dupa imersare, probele au fost uscate la
60°C, timp de 1,30 h. Adsorbtia fizicd a BSA se realizeaza uniform, in cantititi de 4-5 ori mai
mari, dupd activarea in plasma (Figura 1).

S0



0=2011-017257- -
28 -1 201

Acoperirea/grefarea cu proteine conduce la cresterea masei filmului, pani la o medie
de 4,8—5,6;1g-cm~2 pentru adsorbtia triglicinei, cu 2,8-3,1 pg-cmf2 in cazul grefarii TG, cu 2,5-
3,2ug-cm “ pentru adsorbtia proteinei A si cu 1,3-2,8ug-cm ™ in cazul grefirii proteinei A.

Tensiunea interfaciald cu sangele si tesuturile a scizut drastic, de la 27 mN-m ', pentru
PVDF netratat, la valori aflate in domeniul de biocompatibilitate (sub 9m-Nm™") (Figura 2b).
Situatia se mentine pentru toate probele acoperite cu proteine, ceea ce dovedeste cresterea
cu proteine.

Aceastd concluzie este, de asemenea, sustinutd de cresterea rugozititii suprafetei,
aceasta luand valori foarte mari pentru probele acoperite cu proteina A, mai ales prin grefare
(Figura 3).

In spectrele probelor acoperite/grefate cu proteine (Figura 4), sunt prezente atit benzi
caracteristice polimerului martor, cat si proteinelor. Benzile din regiunile 2500-4000 si 1500-
1900 cm™' sunt mai intense pentru filmele grefate cu proteini A [19]. In regiunea 1500-1900
cm’', benzile corespunzitoare filmului acoperit/grefat cu proteini A sunt diferite, evidentiind
prezenta a diferite tipuri de grupe carbonil si amida in proteinele utilizate, precum si prezenta
lor diferita, la suprafata PVDF.

Cateva benzi caracteristice sunt prezente in spectrele tuturor filmelor acoperite/grefate
cu proteine, in principal in regiunea 1500 — 1900 cm™ (Figura 4b), benzi ce pot fi atribuite
legdturilor C=0, C=C si grupdrii amid&. Observatii similare au fost ficute si pentru spectrele
celorlalte doud tipuri de probe, tratate in plasma CO, si No/Ho.

Testele de imunofluorescentd au demonstrat cd suprafata de PVDF tratata in plasmd de
microunde gi acoperitd cu proteine A poate fi utilizata pentru detectia microorganismelor. La
suprafata PVDF martor nu au fost observate zone de fluorescentd (Figura 5.a), in timp ce
expunerea in plasma i acoperirea ulterioard cu proteine a condus la aparitia unor zone de
fluorescenta; cele mai intinse astfel de zone au fost obtinute pe suprafata PVDF activatd in
plasma de Ny/H; si grefata cu TG (Figura 5.d), dovedind astfel cea mai bund cuplare a
anticorpului fluoresceind cu proteina TG. Rezultate similare au fost obtinute si pentru
suprafete activate in plasma de CO; §i N,, dar — in aceste cazuri — cele mai largi zone de
Sfluorescenta s-au observat in cazul acoperirii cu proteind A.

19



(-2011-01257--
28 - 201

BIBLIOGRAFIE

' Andrade, J.D.; Hlady, V.; Adv. Polym. Sci. 1986, 79, 3

? Barbucci, R.; Benvenuti, M.; Tempesti, F.; Modification of polymer surface to improve
blood compatibility; in Polymeric Biomaterials ed S Dumitriu (New York: Dekker) 1999, pp
199-221

3 Cohen S and Sweeney H M 1979 J. Bacteriol. 140 1028-35.

* N. Barbero, E. Barni, C. Barolo, P. Quagliotto, G. Viscardi, L. Napione, S. Pavan, F.
Bussolino, Dyes and Pigments 80, 307-313 (2009).

>R. Q. Fu, T. W. Xu, W. H. Yang, Z. X. Pan, J. Colloid & Interface Sci. 278, 318-324 (2004)
® K. Kontturi, M. Vuoristo, Desalination 104, 99. (1996)

7 P.M. Bummer, Int. J. Pharm. Sci. 132, 143. (1996)

8 A. M. Pitt, J. Parenter. Sci. Technol. 41, 110 (1987).

® M.Pascu, D. Debarnot, S. Durand, F. Poncin Epailard, Surface modification of PVDF by
microwave plasma treatment for electronless metallization, Chap. 13 in Plasma processes and
polymers. Eds. De Riccardo D'Agostino, Pietro Favia, Christian Oehr, Michael R.
Wertheimer, Wiley-VCH, Weinheim, p. 157-177, (2003);

19°C. Vasile, M. Baican, A. M.Oprea, D. Debarnot, F. Poncin-Epaillard, Evaluation of Protein
Immobilization on the Polyvinylidene Fluoride Surface for Biosensor Application, ESB’2009
- 22nd European Conference of Biomaterials. September 7th - 11th, Laussane, 2009.

" Green, R.J.; Davies, M.C.; Roberts, C.J.; Tendler, S.J.B.; Biomaterials 1999, 20, 385

2y S. Fung and Y.Y. Wong, Analyt Chem., 73, 5302-5308 (2001);

3 T..Z. Wu, C.-C. Su, L-K. Chen, H.-H. Yang, D.-F. Tai, K.-C. Peng, Biosens. Bioelectron,
21, 689-695 (2005)

'“ M. Pérez-Mendoza, M. Domingo-Garcia and F. J. Lopez-Garzon, Carbon 37, 1463-1474
(1999);

5 V.N. Vasilets, G. Hermel, U. Kdnig, C. Werner, M. Miiller, F. Simon, K. Grundke, Y.
Ikada, H.J. Jacobasch, Biomaterials 18, 1139-45 (1997);

' A.B. Oniz-Magan, M.M. Pastor-Blas, J.M. Martin-Martinez, Different performance of Ar,
02 and CO2 RF plasmas in the adhesion of thermoplastics rubber to polyurethane adhesive,
Chapter 14 in Plasma processes and polymers. Eds. De Riccardo D'Agostino,Pietro
Favia,Christian Oehr, Michael R. Wertheimer, Wiley-VCH, Weinheim, p. 177-191, 2003;

7 N. Medard, J.-C. Soutif, F.Poncin-Epaillard, Surface Coatings Technol., 160, 197-205
(2002)

'8'S.-J. Park, J,-S, Kim, J.Colloid Interf. Sci. 244, 336-341 (2001); M. Bryjak, . Gancarz, G.
Pozniak, Langmuir, 15 6400—6404 (1999)

' Socrates, G., Infrared Characteristic Group Frequencies. Tables and Charts, 2nd edn. Wiley,
New York, 117-121 (1994)

8



f=2011-01257- -
28 -1~ 2011

1.

REVENDICARI

Procedeu pentru imobilizarea proteinelor pe suprafata fluorurii de poliviniliden,
caracterizat prin aceea cil este constituit din doud etape: activarea in plasma de CO,,
N, sau No/H,, urmat de acoperirea prin adsorbtie fizicd cu proteine specifice (ca
proteina A, triglicind, sau BSA).

Procedeu conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea cii legarea chimicid a
proteinelor se realizeazd prin reactia de cuplare cu 75 mM EDC (l-etil-3-(-
dimetilaminopropil) carbodiimidd) + 15 mM NHS ((N-hidroxisuccinimidd) si
triglicina sau proteind A (10 pL la concentratie c= 2,5 mg/mL), timp de o ora.
Procedeu conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ci asigurd atit o buna
biocompatibilitate a suprafetei PVDF cu singele si tesuturile (deci, este posibild
utilizarea polimerului ca biomaterial in diverse medii biologice), cat si un bun substrat

pentru biosenzori (pentru detectia unor bacterii ca Escherichia Coli, Salmonella etc.).
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Figura 1. Cantitatea de BSA adsorbita pe suprafata PVDF
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Figura 2. Unghiul de contact cu apa pentru suprafetele de PVDF activate in plasma de
microunde, folosind diferite gaze de descércare si acoperite/grefate cu diferite proteine (a) si

tensiunea interfaciald sange/suprafatd PVDF activatd in plasma de CO; (b)
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Figura 3. Rugozitatea filmelor acoperite cu proteind A sau triglicina,
prin adsorbtie sau grefare
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Figura 4. Spectre ATR-FTIR ale PVDF netratat (martor), activat in plasma i acoperit
cu proteind A si TG, prin adsorbtie fizica si grefare (a) si cu BSA (b)
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(a) (b) (© (d)

Figura 5. Rezultatele testului de fluorescentd pentru: PVDF martor (a), PVDF activat in
plasma N2/H2 si, ulterior: acoperit cu TG (b), grefat cu proteind A (c) si grefat cu TG (d)
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