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Inventia se refera la o metoda si la un dispozitiv de
detectie a unor compusi bioactivi, de exemplu citotoxici,
dintr-o proba. Metoda, conform inventiei, consta in
aceea ca se perturba controlat cu un stimul ad hoc fizic,
chimic sau biologic, starea uneia sau mai multor celule
cu rol de senzor, dupa care se declanseaza procese de
revenire la valori fiziologice sau stationare, monitorizate
prin analize cantitative electrice si/sau optice, procesele
fiind influentate de tipul si prezenta compusilor citotoxici
din proba pusa in contact cu senzorul. Dispozitivul,
conform inventiei, este format dintr-un senzor (1) de tip
celule cultivate pe suprafata unui traductor (2) aflat
ntr-o incinta (3) de masura, avand integrat un sistem
(4) de stimulare cu rol perturbator, o incinta (5) care
asigura parametrii de mediu cu valori controlate, un
sistem (6) de monitorizare/analiza, cuplat cu un sistem
(7) de procesare si afisare a informatjiei.
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Metoda si dispozitiv de detectie a unor compusi bioactivi, de ex. citotoxici, utilizind senzori
cu celule stimulate

Descrierere

Inventia se referd la o metodd si dispozitiv de detectie a unor compusi bioactivi, de
exemplu citotoxici, utilizind senzori cu celule stimulate, cu portabilitate ridicats,
automatizabile, aplicabile in evaluarea potentialului citotoxic al unor substante chimice cu
relevantd pentru analizele de mediu si chimico-farmaceutice.

Sunt cunoscute exemple de utilizare a celulelor ca bioreceptori (cardiomiocite [1], limfocite
[2], [3], epiteliale [4], fibroblaste [5]), exemple care evidentiazi capabilitifi in detectia de metale
grele [1], bacterii patogene [2], [3], virusuri [4], [3], micotoxine [5], erbicide [4] cu limite de
detectie intr-un domeniu larg de concentratii, nM - mM, respectiv numdr de unitati formatoare de
colonii, in intervale de timp asociate ciclurilor celulare specifice (zile).

Sunt cunoscute platforme de analizi bazate pe senzori celulari si metode analitice optice (ex.
Rezonanta Plasmonilor de Suprafatd - SPR), termice (calorimetrie), pH sau electrice (bazate pe
masurdtori de impedantd sau electrofiziologice) de evaluare a rdspunsului celular asociat
detectiei de compusi nocivi, prin evaluarea efectului compusului respectiv asupra adeziunii,
semnalizarii, a ratei de crestere sau/si a inducerii mortii celulare.

Astfel, EP2631652 Al descrie compozitiile §i metodele pentru folosirea biosenzorilor optici
(bazati pe rezonanta ghidurilor de und3 optice de ex. a plasmonilor de suprafatd) fard agenti de
contrast pentru analize celulare. Desi timpul de analiza este de citeva sute de minute (nu zile),
acelasi tip de efect este vizibil pentru o clasi mare de compusi, limitind specificitatea analizelor.

Cresterea performantelor biosenzorilor celulari implica celule cu selectivitate si sensibilitate
ridicata §i totodata acces analitic la informatia cu relevant fiziologicd, fara utilizarea compusilor
de marcare, portabilitatea ridicatd si posibilitatea automatizirii. Astfel, metodele electrice de
masura sunt preferate dat fiind caracterul lor neinvaziv, posibilitatea multiplexdrii si a analizelor
dinamice. In US6377057B1 este descrisd utilizarea densitafii spectrale a modificarilor induse
asupra potentialului electric celular (in analize de electrofiziologie), ca semniturd pentru
clasificarea agentilor biologic activi. Avand la bazi inregistrari pe celule neuronale individuale
metoda are dezavantajul variabilitifii celulare, a dificultatilor de automatizare a operdrii, a
necesitdfii unor compusi de referintd si a dependentei de compozifia matricii caracteristice a
probei.

Monitorizarea celulelor aderente prin mésuritori de impedantd s-a impus ca metodad utild
pentru analizele de mediu sau chimico-farmaceutice [6, 7]: exista sisteme comerciale de electrozi
asa cum au fost descrise in US5187096A pentru monitorizarea impedantei celula substrat in
relatie cu ECIS [8] care au fost folosite pentru diverse modele celulare. ECIS presupune
cresterea celulelor pe substrate cu electrozi planari in vase de culturd pani la acoperirea totald a
electrozilor (confluentd). Variatia impedantei electrozilor este asociatd modificdrilor de forma
sau de conectare a celulelor (intre ele sau cu substratul) ca indicatori dinamici ai alterarilor
celulare. US 20160178628 Al prezinti o metodd pentru detectia §i monitorizarea atasarii
celulelor la un substrat ECIS pentru diagnosticul cancerului. Un dispozitiv de analizd care
utilizeazd celule biologice sau alte substante chimice biologic active si detectia electricd la
nivelul unor electrozi porosi pe care sunt aderate celule raportor, conform US6280586B1 are
dezavantajul cé@ se bazeazd pe cinetica lentd de interactie si rdaspuns celular (zile) si utilizarea de
celule specific modificate pentru un tip de analit tinta.
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Fluctuatiile in impedanta masuratd cu rezolufii temporale mari (sub 1 s) la o singura frecventa
pe durate lungi de timp corespund fluctuatiilor structurii 3 D a celulelor pe suprafata electrozilor
(denumite micromiscare) se coreleazi cu activitatea metabolicd a celulelor i cu viabilitatea lor
[9]. In US9612234B2 sunt prezentate cii de analiza a comportirii electrice a cardiomiocitelor, in
timp real (RTCA) in vederea evaludrii efectului unor medicamente specifice sau substante
chimice dedicate tratamentelor cu tinti cadiaca.

Dezavantajele principale ale metodelor si sistemelor descrise mai sus sunt: 1) timpii lungi de
analizd, 2) limitele de dectie corespunzitore unor concentratii relativ mari; 3) rdspunsul
nespecific; 4) necesitatea utilizarii unor sisteme de referinfd; 5) utilizarea de celule specifice,
particularizate tipului de analit.

Problemele tehnice pe care le rezolvd inventia care descrie o metoda si dispozitiv de detectie a
unor compusi bioactivi de ex. citotoxici intr-un fluid (ex. mediu lichid) utilizdnd senzori cu
celule stimulate constau in: cresterea sensibilitdfii si obtinerea unei limite de detectie
corespunzitoare unor concentratii mici ale analifilor bioactivi de ex. cu potential citotoxic,
scdderea timpului de analiz3 la 60 + 120 minute, eliminarea necesitatii utilizarii unor sisteme de
referintd si a unor celule specifice unui analit tintd, prin stimularea (periodicd) a unor celule
model.

Inventia se referd la o Metoda si dispozitiv de detectie a unor compusi bioactivi de ex.
citotoxici utilizind senzori cu celule stimulate cu portabilitate ridicatd, automatizabile,
aplicabile in evaluarea potentialului citotoxic al unor substante chimice, avind la bazi
perturbarea controlati cu un stimul fizic, chimic sau biologic a starii uneia sau mai multor celule,
cu rol de senzor, perturbare in urma céireia se declangeazd procese de revenire la valori
fiziologice, procese monitorizate prin analize cantitative electrice sau/si optice prin traductori in
contact cu celulele si a cidror evolutie este influentatd de tipul, concentratia §i potentialul
citotoxic al compusilor din proba pusd in contact cu celulele de pe senzor.

Metoda face legitura dintre tipurile §i concentratiile de analiti/compusi din proba
susceptibili si genereze un efect pertubator asupra celulelor §i parametrii procesului celular de
adaptare la stimul, modulat de actiunea compusilor din probad precum: amplitudinea de variatie,
intervalul de timp pana la atingerea unui nivel de stafionaritate, relevat prin valoarea unui
parametru caracteristic ex. electric (modul, partea imaginard sau o functie de acesti parametrii ai
impedantei la o anumit3 frecven{d) si/sau a unui parametru optic (ex. unghiul pentru care apare
minimul reflectivititii, pentru analize SPR) la stimularea controlati a unei culturi de celule.

Prezenta unui analit {intd cu efect perturbator ex. citotoxic, influenfeazd amplitudinea si
dinamica proceselor de revenire la valori fiziologice (procese care pot include, fira a fi limitativ,
potentialul de membrand, semnalizarea celular3, citoscheletul de actind, morfologia §i volumul
celular, aderenta la substrat) analiza parametrilor caracteristici permitdnd determinarea tipului,
concentratiei si potentialul citotoxic al analitului {inta.

Semnalele utile se obtin prin monitorizarea variatiilor proprietatilor ex. electrice, saw/ si
optice ale stratului de celule aferent unui stimul cunoscut, cauzate de expunerea celulelor,
aderente la suprafata unui traductor, la un compus bioactiv de ex. citotoxic. Masuratorile se fac
prin intermediul unor traductori (ex. electrozi) care trebuie sa fie compatibili cu metodele
analitice rapide, fira utilizare de agenti de contrast.

In continuare prezentdm o variantd, nelimitativa, de aplicare a metodei:

in conformitate cu figura 1, una sau maj multe celule (care pot fi normale sau confinind
modificéri genetice) cu rol de senzor (1) sunt cultivate pe suprafata unui traductor (care poate fi
electric, i.e. electrozi sau optic) (2) aflat intr-o incintd de masur3 (care poate fi de tip rezervor sau
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previzutd cu elemente pentru administrarea probei, ex. intrare/iesire) (3) avand integrat un sistem
de stimulare (care poate fi luminos, electric, electrochimic, sau mecanic) cu rol perturbator (4) si
pozitionat3 intr-o incintd (5) care asigurd parametri de mediu cu valori controlate. Traductorul
(2) si sistemul de stimulare (4) sunt conectati la un sistem de monitorizare/analizi (care poate fi
analizor de impedantd, sistem SPR sau electro-plasmonic) (6) cuplat cu un sistem de procesare si
afisare a informatiei relevante pentru utilizator (7).

intr-un exemplu de implementare, celulele cu rol de senzor (1) sunt supuse la intervale
stabilite actiunii stimulului perturbator (care poate fi reprezentat de un eveniment sau de o
succesiune de evenimente de durate si intervale de aplicare diferite) §i sunt puse in contact cu
probe contindnd compusul de detectat diluate intr-un raport cunoscut cu mediu de culturé (in flux
sau tip sarjd). Prezenta unui analit cu efect perturbator ex. citotoxic influenteazd amplitudinea si
dinamica proceselor de revenire la valori fiziologice (procese care pot include, fara a fi limitativ,
potentialul de membrand, semnalizarea celulard, citoscheletul de actind, morfologia si volumul
celular, aderenta la substrat) reflectate in valori caracteristice ale parametrilor de masurd.
Sistemul de monitorizare (6) achizitioneaza serii temporale de date caracteristice rdspunsului
celular si controleaza sistemul de stimulare (4) transmitand cétre sistemul de procesare si afisare
a informatiei relevante pentru utilizator (7) seria temporald a datelor masurate pentru stabilirea
tipului si anvergurii efectului celular §i, corespunzitor, a tipului §i concentratiei de compusi
citotoxici. In aceastd configuratie, senzorul celular va genera date corespunzitoare raspunsului
caracteristic la stimulul perturbator, cu rol de referintd, si, acelasi senzor, va genera date cu
privire la efectul unui compus bioactiv prin compararea cu raspunsul referintd a raspunsului
caracteristic la stimul in prezenta compusului.

Conceptul are avantajul ci prin aplicarea stimulului perturbator se creste reactivitatea
celulard, respectiv a sensibilitdfii celulelor la variatii ale conditiilor de cultivare (inclusiv la
compozitia mediului) prin inducerea unei perturbari controlate a senzorului celular de la valorile
fiziologice si, concomitent, declansarea unor procese de revenire cétre acestea, care transforma
madsuritorile uniparametrice clasice in seturi multidimensionale de informatie. Amplitudinea de
raspuns la stimul, semnul variafiei, dinamica de recuperare §i valorile de prag la diverse
momente de timp sunt comparate cu cele corespunzitoare expunerii senzorului clular la probe cu
compusi bioactivi ex. cu potential citotoxic pentru trasarea unor curbe de calibrare si de analizi a
efectelor celulare generate de acestia.

in continuare prezentim mai multe variante, nelimitative, de realizare a metodei §i
dispozitivului conform inventiei, in legiturd cu figurile 2-8 care prezinta:

Figura 2: Schema bloc a dispozitivului care include control optogenetic (stimularea
optica a unor senzori cu celelule modificate optogenetic) si masuratori electrice rapide

Figura 3: Detaliu schema bloc a dispozitivului care include control optogenetic si
madsurétori electrice rapide in flux

- Figura 4: (A) Exemplu de model celular modificat optogenetic prin exprimarea canalului
dependent de lumind si care permite influxul de ioni de sodiu (B) Exemplu de model celular
modificat optogenetic si cu includerea unui canal de repolarizare membranard (prin iegirea
potasiului) dupd actuarea luminoasa.

Figura 5: (A) Exemplu de inregistrare pentru un puls de lumind; (B) Exemple de
dinamicéd de referintd a valorilor de impedantd pentru stimuli controlafi pentru care variazi
durata pulsurilor §i intervalul dintre ele.

Figura 6: Exemplu de modificarea a dinamicii de referinta generata de prezenta in probi a
unui compus (ouabaina) care afecteazi specific capacitatea de homeostazie.
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Figura 7: Exemple de dinamica dependentd de concentratia unui compus citotoxic, aplicat
simultan cu stimulul luminos (A), aplicat in flux pe celule pre-stimulate (B).

Figura 8: (A) Exemplu de curbi de calibrare bazatd pe variatia nivelului de baza de dupa
perturbare in doud cazuri: aplicarea stimuldrii inainte, respectiv simultan cu aplicarea/expunerea
senzorului celular la compusul bioactiv ex. citotoxic; (B) Exemplu de curba de calibrare bazati
pe momentul de timp la care se inregistreazd variatia nivelului de baza dupa aplicarea probei
contindnd compusul citotoxic in conditiile pre aplicérii perturbérii.

Modul de functionare a dispozitivului conform inventiei

In conformitate cu figura 2, celule cu rol de senzor (1) sunt cultivate intr-un mediu
standard DMEM (in sine cunoscut) pe suprafata unui traductor electric — un set de electrozi
planari (201) (in sine cunoscut) dispusi pe baza unei incinte de masurd (3) (in sine cunoscutd)
timp de 24 h, pentru atasare §i acoperire electrozi. Sistemul de stimulare optica (401) se atageazi
incintei de masura care se conecteazi prin elementele de conectare (pini auriti, in sine cunoscuti)
de sistemul de monitorizare bazat pe determinari rapide de impedanta (601) la o singurd
frecventd (de exemplu 1 kHz) sau spectroscopie de impedanta intr-un domeniu de frecvente (de
exemplu 100 Hz+100 kHz) si este pozitionatd intr-un incubator (501) (care asigurd parametri de
mediu e.g. temperaturd, umiditate, presiune /concentratie de CO,, O, la valori controlate). Se
porneste monitorizarea cu setarea parametrilor de masurd (frecvenfa si/sau domeniul de
frecvente, amplitudinea semnalului, frecventa de achizitie, durata achizitiei, durata stabilizarii,
durata, numadrul si frecventa stimulului).

Dupi o etapa de stabilizare, care poate fi de 5+10 minute, celulele senzor sunt supuse la
intervale prestabilite actiunii pulsurilor luminoase (cel putin unul) de la o sursd LED de 470 nm
ca stimul perturbator (401-1) si sunt puse in contact cu probe diluate in mediul de culturi
concomitent cu monitorizarea cantitativd a parametrilor caracteristici de raspuns ex. impedanta
electricd (modulul si componenta reactivd a impedantei complexe), intr-un domeniu de frecvente
(F1-Fn) sau la o frecventd F (701) si evaluarea cineticii parametrilor (702) corespunzitori
stimulului individual si recuperdrii (703) dupa aplicarea unui tren de pulsuri pentru méisurarea
anvergurii efectului celular, a tipului §i concentratiei de compusi cu efect biactiv ex. citotoxic
(8). Conform figurii 3, contactul cu proba se poate realiza in flux, modulul 9 (care poate fi o
pompd peristalticd) conectat la intrarea si iegirea incintei de mésura (3) si putind fi comandat de
modulul de monitorizare (6).

Conform figurii 4 celulele care echipeaza senzorul (1) sunt modificate optogenetic pentru
exprimarea unei opsine (exemplu nelimitativ canalul de rodopsina (in sine cunoscut)) si (nu
obligatoriu) proteine canal cu rol in mentinerea homeostaziei celulare, exemplu nelimitativ canal
de potasiu ROMKI.

In aceastd configuratie, potentialul de membrana al celulelor din senzorul celular este
modificat specific sub actiunea stimulului luminos conform figurii 5 (A), cu declansarea
proceselor de repolarizare citre valori fiziologice, procese dependente de capacitatea de
homeostazie a celulelor senzor, ai cdror parametrii cinetici permit masurarea raspunsului
caracteristic atat la stimul, cu rol de referintd, figura 5 (B), cét si la efectul unui compus bioactiv
prin compararea cu raspunsul referintd a raspunsului caracteristic la stimulul optic in prezenta
compusului.

Parametrii proceselor de repolarizare citre valori fiziologice dar i semnul si
magnitudinea raspunsului la pulsuri sunt dependente de capacitatea de homeostazie (ionica si
energeticd) a celulelor senzor asa cum este exemplificat in figura 6 unde se foloseste ouabaina
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(compus digitalic in sine cunoscut) care blocheazd pompa de sodiu potasiu (functionald in toate
celulele vii, In sine cunoscutd) cu afectarea homeostaziei celulare.

Raspunsul caracteristic la stimul, cu rol de referintd, permite cuantificarea efectului unui
compus bioactiv prin compararea cu rispunsul referintd a rdspunsului caracteristic la stimul
(optic) modulat de prezenta compusului. Figurile 7 (A) si (B) evidentiazd exemple de dinamica
dependentd de concentratia unui compus citotoxic, aplicat simultan cu stimulul luminos (A) si
respectiv aplicat in flux pe celule pre-stimulate (B). Variatia nivelului de stabilizare dupa
stimulare este functie de concentratia compusului bioactiv, fara a limita generalitatea, ales a fi o
sare a unui metal greu (CdCl, in sine cunoscut citotoxic) §i atinge un maxim, util cuantificarii
concentrafiei maxime testate in 60 minute comparativ cu testele clasice de citotoxicitate de
ordinul zilelor. Efectul perturbatiei controlate este si de sensibilizare a celulelor senzor facindu-le
sa raspundi semnificativ la domeniul de concentratii mic (ex. sub 25 uM), conform Figurii 7 (B).

Seriile temporale ale datelor méasurate se analizeaza pentru stabilirea tipului §i anvergurii
efectului celular §i corespunzitor, a tipului si concentratiei de compusi citotoxici. Figura 8
prezinti un exemplu de curbi de calibrare bazati pe variatia nivelului de bazi de dupa perturbare
(A) si un exemplu de curbéd de calibrare bazatd pe momentul de timp la care se inregistreaza
variatia nivelului de bazi dupd aplicarea probei contindnd compusul citotoxic in conditiile pre
aplicérii perturbarii (B).
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Metoda si dispozitiv de detectie a unor compusi bioactivi, de ex. citotoxici, utilizind senzori

cu celule stimulate

Revendiciri:

1.

Metoda de detectie a unor compusi bioactivi de ex. citotoxici dintr-o probd utilizand
senzori cu celule stimulate caracterizati prin aceea cid se perturbd controlat cu un
stimul ad hoc fizic, chimic sau biologic (1) starea uneia sau mai multor celule, cu rol de
senzor (2), in urma céreia se declanseaza procese de revenire la valori fiziologice sau
stationare (3), procese monitorizate prin analize cantitative electrice sau/si optice (4) si a
caror evolutie este influentatd de prezenta si tipul compusilor bioactivi ex. citotoxici (5)
din proba (6) pusi in contact cu senzorul.

Metoda conform revendicirii 1 caracterizatd prin aceea cd evidentierea prezentei si
determinarea cantitativi a concentratiilor compusilor bioactivi ex. citotoxici se face
utilizdnd parametrii mdsurafi prin spectroscopie electrici de impedantd, specifici
proceselor de revenire la valori fiziologice sau stationare, in prezenja compusilor
bioactivi, comparativ cu cei determinati in conditiile in care proba nu contine compusi
bioactivi.

Metoda conform revendicdrii 1 caracterizati prin aceea ca celulele cu rol de senzor
celular sunt celule, de ex. mamaliene, aderente care au fost modificate genetic pentru a
exprima in membrani canale care se deschid la aplicarea unui stimul luminos.

Metoda conform revendicdrii 3 caracterizati prin aceea cd celulele cu rol de senzor
celular au fost modificate genetic pentru a exprima in membrand unul sau mai multe
canale care permit refacerea potentialului de membrana la valori fiziologice si proteine
raportor.

Metoda conform revendicérii 1 caracterizatd prin aceea ci perturbarea controlati se
realizeaza anterior expunerii la proba.

Metodd conform revendicdrii 1 caracterizatd prin aceea ci perturbarea controlati se
realizeazd 1n acelasi timp cu expunerea la proba.

Metodd conform revendicdrii 1 caracterizati prin aceea cid expunerea celulelor se
realizeazd dupd trecerea probei printr-un sistem de separare specificd a compusilor din
proba.

Metoda conform revendicdrii 2 caracterizati prin aceea ¢i monitorizarea procesului de
revenire la valori fiziologice sau stationare se face prin analize de impedant3 electrica la o
frecventd a cAmpului electric alternativ.

Metoda conform revendic#rii 2 caracterizati prin aceea ci se analizeazad evolutia
modulului saw/si a fazei impedantei, sau a unui parametru corespunzator unei functii
cunoscute a componentelor impedantei la o frecventa a cAmpului electric alternativ pentru
identificarea tipului de compus bioactiv de ex. citotoxic si calcularea concentratiei
acestuia in proba.
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Metodi conform revendicirii 3 caracterizatd prin aceea céd asupra celulelor modificate
optogenetic se aplicd o serie de pulsuri de lumind cu parametrii (lungime de undj,
fluentd, duratd, interval intre pulsuri) controlati pentru a creste sensibilitatea senzorului
celular si care totodatd si permitd revenirea cétre valori fiziologice sau niveluri stationare
in conditiile 1n care proba nu confine compusi bioactivi.

Metodi conform revendicirii 5 caracterizati prin aceea cd evidentierea gi determinarea
cantitativd a concentratiilor compusilor bioactivi de ex. citotoxici se face prin curbe de
calibrare ai parametrilor dinamici ai procesului de revenire cétre valori fiziologice sau
niveluri stationare, de ex. amplitudini sau frecvente caracteristice, méasurati prin analize
electrice, de ex. impedanta electricd la o frecvenfd a campului electric alternativ, sau
optice.

Metoda conform revendicdrii S caracterizati prin aceea ci evidentierea §i determinarea
cantitativd a concentratiilor compusilor bioactivi de ex. citotoxici se face prin curbe de
calibrare, utilizind méarimea intervalelor de timp dintre momentul de injectie a probei,
care se realizeaz la un interval fix ales de la finalizarea aplicarii pulsurilor de lumina si
momentele in care parametrul sau parametrii impedantei electrice la o frecventi a
campului electric alternativ deviazi de la nivelul fiziologic.

Metodid conform revendicérii 9 caracterizati prin aceea ci evidentierea si determinarea
cantitativd a concentratiilor compusilor bioactivi, de ex. citotoxici se face prin curbe de
calibrare utilizdnd valorile parametrulului sau ale parametrilor impedantei electrice la o
frecventd a cdmpului electric alternativ, corespunzitoare nivelelelor maxime sau nivelelor
de la un moment fix, de referinta de dupa injectia probei, care se realizeazi la un interval
cu durata fixa de la finalizarea aplicérii pulsurilor de lumina.

Dispozitiv de detectie a unor compusi bioactivi de ex. citotoxici dintr-o proba utilizind
senzori cu celule stimulate conform metoda revendicarea 1 caracterizat prin aceea ca
include una sau mai multe celule cu rol de senzor (1) cultivate pe suprafata unui traductor
(2) aflat intr-o incintd de masurd (3) avind integrat un sistem de stimulare cu rol
perturbator (4) si pozifionati intr-o incinti (5) care asigurd parametri de mediu cu valori
controlate. Traductorul (2) si sistemul de stimulare (4) sunt conectate la un sistem de
monitorizare/analizd (6) cuplat cu un sistem de procesare si afisare a informatiei (7).

Dispozitiv de detectie conform revendicarea 14 caracterizat prin aceea cii evidentierea
prezentei §i determinarea cantitativd a concentratiilor compusilor bioactivi de ex.
citotoxici se face utilizdnd parametrii masurati prin spectroscopie electricd de impedant3,
specifici proceselor de revenire la valori fiziologice sau stationare in prezenta compusilor,
comparativ cu cei determinati in conditiile in care proba nu contine compusi bioactivi.

Dispozitiv de detectic conform revendicarea 14 caracterizat prin aceea cd permite
expunerea la proba respectivd a uneia sau mai multor celule si evidentierea prezentei si
determinarea cantitativd a concentratiilor compusilor bioactivi de ex. citotoxici se face
utilizdnd masuratori electrice.
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Dispozitiv de detectie conform revendicarea 14 caracterizat prin aceea ci permite
sincronizarea sistemului de masura cu aplicarea pulsurilor de lumina.

Dispozitiv de detectie conform revendicérii 14 caracterizat prin aceea ca permite
realizarea analizelor 1n flux.

Dispozitiv de detectie conform revendicérii 14 caracterizat prin aceea ci utilizeaza
seturi de electrozi de masurd, iluminafi identic, realizati din straturi conductoare
transparente subtiri depuse de ex. pe substrat de sticld pentru minimizarea efectelor
fotoelectrice datorate ilumindrii directe a electrozilor.

Dispozitiv de detectie conform revendicirii 16 caracterizat prin aceea ci evidentierea
prezentei §i determinarea cantitativdi a concentratiilor compusilor bioactivi de ex.
citotoxici se face utilizind masuratori rapide ale semnalului electric prin evaludri optice.

Dispozitiv de detectie conform revendicérii 17 caracterizat prin aceea cii celulele
senzor se cultivd pe substrate cu proprietiti de ghiduri de unda optice.

Dispozitiv de detectie conform revendicérii 20 caracterizat prin aceea cé include un
microscop sau analizor de imagine similar.

Dispozitiv de detectie conform revendicarea 14 caracterizat prin aceea c¢ii include un
sistem compus, cu pipete multicanal, de stimulare luminoasd, pentru determinari
electrice, pentru aplicarea locald a probei §i pentru prelevare proba pentru analize
complementare.
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Metoda si dispozitiv de detectie a unor compusi bioactivi, de ex. citotoxici, utilizind senzori
cu celule stimulate

Grafice

praba |

Figura 1: Concept metoda: 1-celule cu rol de senzor, 2-traductor, 3-incinta de masura, 4-
sistem de stimulare, 5-incinta control conditii de mediu, 6-sistem de monitorizare, 7- sistem de
procesare si afisare informatiei relevante pentru utilizator
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Figura 2: Schema bloc a dispozitivului care include control optogenetic si masuratori
electrice rapide
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Figura 3: Detaliu schema bloc a dispozitivului care include stimularea luminoasa a unui
senzor cu celule modificate optogenetic si masuratori electrice rapide in flux
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Figura 4: (A) Exemplu de model celular modificat optogenetic prin exprimarea canalului
dependent de lumina si care permite influxul de ioni de sodiu (B) Exemplu de model celular
modificat optogenetic si cu includerea unui canal de repolarizare membranara (prin iegirea
potasiului) dupd actuarea luminoasa.
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Figura 5: (A) Exemplu de inregistrare pentru un puls de lumind. (B) Exemple de
dinamicd de referintd a valorilor de impedantd pentru stimuli controlati pentru care variaza
durata pulsurilor si intervalul dintre ele.
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Figura 6: Exemplu de dinamica de referintd (LP) si de dinamica cu evolutie modificata,
generatd de prezenfa in proba a unui compus (ouabaina) care afecteazad specific capacitatea de
homeostazie.
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Figura 7: Exemple de dinamici dependenta de concentrafia unui compus citotoxic, aplicat
simultan cu stimulul luminos (A), aplicat la momentul indicat de sageata, in flux pe celule pre-

stimulate (B)
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Figura 8: (A) Exemplu de curba de calibrare bazata pe variagia nivelului de baza de dupa
perturbare in conditiile aplicarii prestimuldrii si aplicarii simultane a perturbarii si compusului
citotoxic; (B) Exemplu de curba de calibrare bazatd pe momentul de timp la care se inregistreaza
variatia nivelului de bazd dupd aplicarea probei contindnd compusul citotoxic in conditiile pre

aplicarii perturbarii.
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