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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biosenzor electrochimic pentru detectia unor (bio)
molecule cu utilizare Tn domeniul diagnozei medicale.
Procedeul, conform inventiei, constd in etapele de:
realizare a unui electrod micro/nanostructurat din fibre
polimerice electrofilate, acoperite cu strat de aur prin
pulverizare in camp magnetron si atasate termic pe
substrat solid, imobilizarea pe suprafata electrodului a

elementului de bio-recunoastere de tip oligonucleotide
cu grupari functionale tiofosfat care interactioneaza
specific cu o anumita tinta biologica si inregistrarea de
voltamograme sau spectre de impedanta electrochimica
cu monitorizarea rezistentei la transfer de sarcina.
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FIBRE ELECTROFILATE CU ACOPERIRE METALICA SI OLIGONUCLEOTIDE DE
CATENA SIMPLA CU GRUPARI TIOFOSFAT CU APLICATII IN DOMENIUL
BIOSENZORILOR ELECTROCHIMICI PENTRU DETECTIA DE BIOMARKER-1

Autori

VICTOR CONSTANTIN DICULESCU, MARIA-MONICA ENCULESCU
DESCRIERE

Prezenta inventie descrie un procedeu de obtinere a unei platforme biosenzoriale cu
ADN si cu detectie electrochimica, formata din: /) fibre electrofilate cu dimensiuni micro- si
nano- metrice cu acoperire metalica si i) secvente de ADN ale céror catene contin grupdri
tiofosfat. Conform inventiei, platforma biosenzoriald cu fibre electrofilate cu acoperire
metalica si oligonucleotide de catena simpla cu grupari tiofosfat prezintd aplicatii In domeniul
biosenzorilor electrochimici cu ADN utilizabili pentru detectia: a) mutatiilor genetice prin
intermediul fenomenelor de hibridizare; si b) de alte (bio)molecule prin intermediul
aptamerilor.

Un biosenzor este un dispozitiv format dintr-un transductor a cérui suprafatd este
modificatd cu un bioelement/biomoleculd de recunoastere [1,2]. Acizii nucleici (ADN si ARN)
sunt utilizati ca elemente de bio-recunoastere atat sub forma de catend polinucleotidica simpla
cit si sub forma de dublu helix. Cu referire strictd la acizii nucleici sub forma de catend
polinucleotidica simpla acestia pot fi utilizati ca elemente de bio-recunoastere pentru detectia:
a) mutatiilor genetice prin intermediul fenomenelor de hibridizare intre oligonucleotide (catene
de ADN cu pani la céteva zeci de baze azotate); si b) altor (bio)molecule prin intermediul
fenomenelor de pliere specificd a aptamerilor. Mutatiile genetice reprezintd modificéri ale
secventei de baze azotate ale ADN-ului unui organism ceea ce duce la perturbari ale proceselor
de hibridizare cu secvente complementare, in consecintd la formarea unui dublu helix
imperfect. Detectia mutatiilor genetice este de importantd extrema in domeniul diagnozei
medicale [3]. Pe de alta parte, aptamerii ADN sunt oligonucleotide specific selectate pentru a
interactiona cu mare afinitate cu (bio)molecula tinta, in general biomarker-i ai anomaliilor
medicale, formind complecsi macromoleculari extrem de stabili cu aceasta [4]. L/g,rénd_l %m;,

detectia de biomarker-i este de importanta extrema in domeniul diagnozei medlpale
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Principalul si cel mai important pas in dezvoltarea unui biosenzor este imobilizarea
elementului de bio-recunoastere la suprafata transductorului (electrodului, in cazul
biosenzorilor cu detectie electrochimicd) [S5]. Exista diferite proceduri pentru imobilizarea
secventelor de acizi nucleici la suprafata (semi)conductoare a electrozilor pentru obtinerea unui
biosenzor [6] la suprafata electrodului. Aceasta tehnica este simpld si nu necesitd
functionalizarea prealabild a suprafetei de electrod. De asemenea, imobilizarea covalentd poate
fi obtinuta atdt prin controlul chimic al suprafetei electrodului (functionalizarea acestuia cu
polimeri, dendrimeri sau straturi auto-asamblate de molecule cu terminatii amino sau carboxil)
sau prin modificarea secventei de ADN cu grupdri functionale precum grupdrile tiol care permit
formarea de legéturi covalente cu suprafete metalice, in special cele de aur. Pe de alta parte,
existd strategii de imobilizare prin interactii de bioafinitate care, la rndul lor implica
modificarea oligonucleotidei cu diversi compusi chimici. Acest tip de imobilizare asigura
flexibilitatea si orientarea oligonucleotidei la suprafata electrodului. Cu toate acestea, se
remarcd necesitatea de noi strategii de imobilizare care sa raspunda cerintelor actuale rezultante
din nevoia reducerii fenomenelor de adsorbtie nespecifici a moleculelor tintd dar si a
imbunétatirii semnalelor asociate proceselor de detectie.

Problema tehnicd pe care o rezolva inventia constd in imbunititirea metodelor de
imobilizare a secventelor de ADN, reducerea problemelor asociate fenomenelor de adsorbtie
ne-specificd, precum si imbunétatirea semnalului asociat detectiei.

Platforma senzoriald cu ADN cu detectie electrochimicd rdspunde acestor necesitati
prin aceea cd este constituitd din:

- un transductor electrochimic (electrod) micro/nanostructurat obtinut din fibre polimerice
electrofilate, acoperite cu strat de aur prin pulverizare in cdmp magnetron si atasate termic
pe substrat solid;

- un strat de ADN sintetic, de secventd cunoscutd, in a cdrui compozifie se regasesc gruparile
tiofosfat ce contribuie la adsorbtia oligonucleotidei pe suprafata transductorului prin
interactia atomilor de sulf cu cei de aur.

Platforma senzoriala cu oligonucleotide cu grupdri tiofosfat, conform inventiei prezinti
avantajul unor performante superioare pentru realizarea detectiei si anume: stabilitate crescuti,
timp de raspuns rapid si costuri reduse. De asemenea, utilizarea transductorului electrochimic
obtinut din fibre polimerice electrofilate acoperite cu strat de aur pentru procedeul de
imobilizare de oligonucleotide cu grupdri tiofosfat, permite obtinerea unui f‘pi\?éimdé

reproductibilitate superior macro-electrozilor, o sensibilitate crescutd datoratd ﬁaicm/ﬁano-
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structurdrii suprafetei si evitd necesitatea pasilor de pasivare a suprafetei de electrod datoritd
reducerii problemelor asociate fenomenelor de adsorbtie ne-specifica.

In cele ce urmeaza se prezinti doua exemple de realizare a inventiei, in legatura si cu
figurile ce reprezinta:

- fig. 1a, schemai a oligonucleotidei cu grupari tiofosfat imobilizata pe suprafata electrodului
si pasii necesari obtinerii semnalului electrochimic;

- fig. 1b, obtinerea semnalului electrochimic prin inregistrarea de voltamograme cu
biosenzorul cu oligonucleotide cu grupari tiofosfat pe electrod obtinut din fibre polimerice
electrofilate, acoperite cu strat de aur prin pulverizare in cAmp magnetron si atasate termic
pe substrat solid;

- fig. 2a, schemai a aptamerului cu grupari tiofosfat imobilizat pe suprafata electrodului si pasii
necesari obtinerii semnalului electrochimic;

- fig. 2b, obtinerea semnalului electrochimic prin inregistrarea de spectre de impedantd
electrochimica cu biosenzorul cu aptamer cu grupari tiofosfat pe electrod obtinut din fibre
polimerice electrofilate, acoperite cu strat de aur prin pulverizare in cdmp magnetron si
atagate termic pe substrat solid.

Exemplul 1. Leucemia mielonida cronica (LMC) este caracterizata prin fuziunea genei
ABL 1 de pe cromozomul 9 cu gena BCR de pe cromozomul 22. Rezultatul acestui proces este
aparitia genei BCR/ABL, respectiv a cromozomului Philadelphia, ce se regaseste in cazul a mai
mult de 95% dintre pacientii diagnosticati cu LMC. Odati identificatd zona de fuziune si
respectiva secventd de ADN, aceasta poate fi replicati prin sinteza chimica/biochimica intr-o
oligonucleotidd cu grupdri tiofosfat. Datoritd interactiei sulf-aur, oligonucleotida cu grupari
tiofosfat este imobilizatd la suprafata electrodului, intr-o pozitie paraleld cu aceasta, o
configuratie ce faciliteaza detectia electrochimica. Oligonucleotida specifica genei BCR/ABL,
cu 26 de reziduuri din care 6 pozitionate in zona centrald modificate cu grupari tiofosfat, este
adsorbita pe suprafata electrodului obtinut din fibre polimerice electrofilate acoperite cu strat
de aur prin pulverizare in cAmp magnetron si atasate termic pe substrat solid, astfel obtinandu-
se biosenzorul cu oligonucleotida cu grupari tiofosfat pentru detectia LCM. Zona de modificare
cu grupdri tiofosfat este aleasa astfel incat sd incadreze zona mutatiei de interes. Biosenzorul
este incubat 1n solutia de ADN tintd si apoi in cea de indicator electroactiv, fig. 1a. Procesul
de detectie al formarii unui duplex, complet sau partial, este reliefat prin masuratori
voltametrice in solutie tampon, fig. 1b. Formarea unui duplex complet se eviden;ia‘fzé bﬁn
curenti redox de intensitati mai mari (curba neagri) decét in cazul incubdrii inf Sblpgie de

secventd partial complementara, deci a formarii unui duplex partial (curba punctata);
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cazul incubdrii in solutie de secventd necomplementard, ceea ce nu duce la formarea unui
duplex (curba gri).

Exemplul 2. Trombina este o proteind cu functie duala actiondnd atat ca pro-coagulant
cét si ca anti-coagulant reprezentand in acelasi timp un biomarker pentru diagnosticarea unor
anomalii medicale. Detectia trombinei devine astfel importantd pentru diagnoza medicala. Un
aptamer ADN este o oligonucleotida care interactioneazi specific cu o anumita tinta biologica.
Aptameri ai trombinei au fost deja identificati fiind folositi atdt pentru inhibitia proceselor
biologice cit si pentru detectia acesteia. In acest exemplu, un aptamer al trombinei este
modificat la capéatul 3’ al catenei de ADN cu o secventd de 10 reziduuri de timina. La randul
ei, secventa cu reziduuri de timina prezintd grupari tiofosfat. Aceasta secventd modificata de
ADN este imobilizatd pe suprafata electrodului obtinut din fibre polimerice electrofilate
acoperite cu strat de aur prin pulverizare in cAmp magnetron si atasate termic pe substrat solid,
astfel obtinandu-se biosenzorul cu aptamer ADN cu grupdri tiofosfat. Biosenzorul este incubat
in solutia de interes ce contine tinta biologicd si apoi transferat in solutie de indicator
electroactiv. Procesul de detectie al interactiei aptamer — tintd biologicd se face prin
inregistrarea de spectre de impedanta electrochimica si observarca componentei reale a
impedantei totale a sistemului (rezistenta la transfer de sarcind) care variazd in functie de

concentratia tintei biologice.
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REVENDICARI

1.

Procedeu pentru imobilizarea de ADN, caracterizat prin aceea cd secventele/catenele de
ADN contin grupadri tiofosfat si sunt adsorbite pe suprafete de electrod obtinute din fibre
polimerice electrofilate acoperite cu strat de aur prin pulverizare in cAmp magnetron si
atasate termic pe substrat solid.

Biosenzor electrochimic cu ADN, caracterizat prin aceea cd imobilizarea secventelor de
ADN se face conform revendicarti 1.

Procedeul pentru detectia mutatiilor genetice, caracterizat prin aceea cd procesul de
hibridizare de ADN se face utilizdnd biosenzorul obtinut conform revendicarii 2.
Procedeul pentru detectia de biomolecule, caracterizat prin aceea ca procesul de interactie

ADN-biomolecula se face utilizdnd biosenzorul obtinut conform revendicérii 2.
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sondd electrochimica probi (tintd) © Indicator (intercalator) electroactiv
secventd de ADN (ARN) cu grupiri tiofosfat secventi de ADN (ARN) complementara

fig. 1a
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fig. 2a
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