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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biosenzor pentru detectia markerului tumoral a-feto-
proteina (AFP) utilizat pentru diagnosticarea rapida a
cancerului hepatic. Procedeul, conforminventiei, consta
in etapele: sinteza a grafenei functionalizata cu grupari
amino cu anticorp monoclonal anti-a-fetoproteing si
depunerea controlata pe suprafata unui senzor cu unde
acustice de suprafata (SAW) prin transfer direct indus
de un fascicul laser cu KrF in UV la fluenta de

100 mJ/emp al unui pixel subtire de grafena functio-
nalizatd cu anticorp anti- AFP pe electrozii de aur,
rezultédnd un biosenzor pentru determinarea cantitatilor
mici de AFP din sdnge si monitorizarea continua a con-
centratiilor AFP pentru diagnosticarea rapidaa canceru-
lui hepatic.
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Inventia se referi la un biosenzor pentru diagnosticarea rapidi si facild a cancerului hepatic
prin determinarea calitativa si cantitativd a markerului tumoral — alfa-fetoproteina (AFP) direct
din singe (fard a fi necesara separarea serului). Partea senzitiva a senzorului este reprezentata
de grafena functionalizati cu anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteind care este depusa
controlat pe suprafata senzorului cu unde acustice de suprafati (SAW) prin tehnica transfer
direct indus de laser (LIFT). Procedeul de realizare a senzorului pentru detectia AFP, conform
inventiei, consta in aceea ci se foloseste tehnica transferului direct indus de laser, in aer, pentru
transferul unui pixel lichid cu grafena functionalizatd cu anticorp monoclonal anti-alfa-
fetoproteind pe electrozii de aur in urma iradierii cu fasciculul laser cu KrF in UV la fluenta de

100 mJ/cm?.

Este cunoscut faptul ¢ AFP este o glicoproteind omoloaga albuminei, sintetizatd in cursul
perioadei fetale in tractul gastrointestinal, ficat si sacul vitelin. In functie de varsta gestationala,
AFP ajunge pe cale transplacentara in circulatia maternd, atingdnd un maxim de concentratie
in sdptimanile 32-36 de sarcind. Dupd nastere, nivelul seric de AFP scade progresiv, dar cu
fluctuatii mari, astfel cid valori similare cu ale adultului normal sunt atinse abia dupi
aproximativ 10 luni. La adult se intdlnesc concentratii crescute de AFP, tranzitorii sau
persistente, in afectiuni hepatice benigne si in procese de regenerare hepatici; nivelurile foarte
crescute se asociazd cu dezvoltarea carcinomului primitiv hepatic si cu tumori germinative de
origine testiculard, ovariana sau extragonadalad. Recomandarile pentru determinarea cantitativa
a AFP ca marker tumoral sunt in special pentru suspiciunea de carcinom hepatocelular si,
secundar, pentru tumori germinative non-seminomatoase de origine testiculari, ovariana sau
extragonadald si pentru monitorizarea tratamentului la pacientii cu tumori germinative sau
carcinom hepatocelular. Indicatiile relative cuprind monitorizarea pacientilor cu cirozi
‘hepatica pentru depistarea precoce a cancerului hepatic. In prezent dozarea cantitativa se
efectueazi din minim 0.5 ml ser (separat prin centrifugare din proba de sdnge venos, de preferat

e ser proaspdt sau péstrat in intervalul de temperatura 2-8 °C sau -20 °C), fie, prin metoda
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imunochimica cu detectie prin electrochemiluminescentd (ECLIA) sau metoda imunochimica
cu detectie prin chemiluminescentd. Limita de detectie a metodelor utilizate este 0.2 Ul/ml
(0.24 mg/ml). Kit-urile utilizate in prezent pot interfera cu alte componente din ser, dand
rezultate neconcludente, dupd cum urmeaza: 1. Tratamentul cu biotin# in doze mari (> 5 mg/zi)
— de aceea se recomandi ca recoltarea de sdnge sd se facd dupd minim 8 ore de la ultima
administrare; 2. Titrurile foarte crescute de anticorpi anti-streptavidind si anti-ruteniu; 3.
Anticorpii monoclonali proveniti de la soarece administrati la unii pacienti in scop diagnostic
sau terapeutic.

Problema pe care o rezolvd inventia consti in obtinerea unui biosenzor pentru
detectia de cantitati mici de AFP printr-o metoda facila si ieftina in comparatie cu metodele
utilizate la ora actuala pentru detectia acestei proteine. De asemenea, inventia va permite
monitorizarea concentratiei acestei proteine si in alte medii, decéit cel spitalicesc, putand
conduce la monitorizarea continua a concentratiilor acestei proteine cu efecte majore in
diagnosticarea cancerului. Partea senzitivd a senzorului este reprezentati de grafena
functionalizatd cu anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteind care este depusd pe suprafata
senzorului cu unde acustice de suprafatd prin tehnica transfer direct indus de laser (LIFT).
Procedeul de realizare a senzorului pentru detectia AFP, conform inventiei, consta in aceea ci
se foloseste tehnica transferului direct indus de laser, in aer, pentru transferul unui pixel lichid
cu grafena functionalizati cu anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteina pe electrozii de aur in
urma iradierii cu fasciculul laser cu KrF in UV la fluenta de 100 mJ/cm?. Tehnica LIFT permite
depunerea unor volume mici (femtolitri) de material de pe un substrat donor (placa de cuart
acoperit cu un film de 20 nm de titan) pe un substrat de primire (receptor). Pe substratul donor
este depus un film lichid care contine un amestec de solutie cu grafene (functionalizate sau/si
nefunctionalizate) si glicerol (20% v/v). Grosimea filmului lichid este de aproximativ 10 pm,
determinata prin masurarea volumului dispersat. In timpul procesului de LIFT, un fascicul laser
este focalizat la interfata dintre substratul donor si filmul lichid ce contine amestecul de solutie
cu grafene si glicerol. Fiecare puls laser determina o crestere rapida a presiunii la interfata
substrat donor-film lichid ce determind formarea unui jet ce ajunge pe substratul receptor.
Donorul si receptorul sunt plasati paralel la o distanta de 100 pm. Pentru a imbunatati eficienta
procesului si pentru a proteja materialul ce trebuie transferat a fost adaugat un strat metalic
(titan cu o grosime de 20 nm) intermediar. Solutia de grafene a fost depusa sub forma de film
lichid prin tehnica blade coating.

Procedeul de realizarea a senzorului pentru detectia AFP, conform inventiei, consta in:
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-Realizarea de solutie de grafend dispersata prin ultrasonare (5% raportat la solvent),
grafena fiind functionalizata cu grupari amino;

-Functionalizarea grafenei cu grupéri amino imobilizate pe suprafatd cu glutaraldehida
(raport masic grafena : glutaraldehidd = 2 : 1), in acelasi solvent (DMF), prin agitare mecanica
timp de 4 ore la 600 rpm, la o temperatura de 10 °C;

-Filtrarea grafenei functionalizate in vederea izolarii acesteia pe membrane din Naylon
si pentru purificarea de urmele de glutaraldehida nereactionati;

-Spalarea grafenei cu apa deionizata pe hartie de filtru — 5 spalari succesive;

-Prepararea unei dispersii de grafena in apa (concentratie 1%) prin ultrasonare;

-Adiugarea de anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteind (5% masic fatd de grafend)
si mentinerea la o temperatura de 5 °C timp de 72 de ore sub agitare (200 rpm);

-Filtrarea grafenei functionalizate in vederea purificarii de urmele de glutaraldehida
nereactionata;

-Fabricarea de filme subtiri donoare in stare lichida ce contin grafena functionalizata si
glicerol ce impiedica uscarea prin tehnica centrifugarii, cu grosimi de 10 pm. Ca substrat se
foloseste o placd de cuart acoperita in prealabil cu un strat de titan de 20 nm.

-Pregatirea structurilor de cuart (receptoare) cu unde acustice de suprafatd, prin
mascarea electrozilor cu parafind;

-Tratarea suprafetei de cuart cu hexametildisilazan prin retroimprastiere la o viteza de
rotatie de 2000 rpm;

-Iradierea filmului lichid cu grafene functionalizate cu un fascicul laser provenind de la
un laser cu KrF ce functioneazi la lungimea de unda de 248 nm si are 20 ns durata pulsului.

-Pentru realizarea pixelilor ce acoperi electrozii de aur a fost folosita o fluenta laser de
100 mJ/cm?.

-In timpul realizarii transferului laser, atit placa de cuart cu filmul lichid ce contine
grefane functionalizate cat si electrozii de aur au fost mentinute in aer.

-Placa de cuart cu filmul lichid ce contine grefane functionalizate cét si electrozii de aur
sunt agezate pe 0 masa de translatie xyz, paralel si la o distantd de 100 pm una de celalalta.

-Obtinerea unui film de grafend functionalizatd cu anticorp monoclonal anti-alfa-
fetoproteina pe suprafata biosenzorului, suprafata ce a fost tratatd in prealabil cu
hexametildisiloxan prin spinning la 4000 rpm, dintr-un volum de solutie de 5 ml;

-Indepartarea protectiei de parafina de pe electrozi.
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Inventia prezintd urmitoarele avantaje:
-procesul de obtinere a senzorilor este non toxic, rapid si cu costuri de productie reduse,

-procesul de transfer indus de laser ofera o rezolutie spatiala ridicata si permite controlul asupra

morfologiei si chimiei grafenelor functionalizate,

-biosenzorii realizati prin tehnica de transfer indus de laser pot fi folositi pentru detectia

proteinei AFP si in alte medii decét cel spitalicesc,

-biosenzorii realizati prin tehnica de transfer laser pot monitoriza continuu diferite concentratii

de proteina AFP.

In continuare este prezentat un exemplu de biosenzor cu unde acustice de suprafata
acoperit prin tehnica de transfer indus de laser cu grafena functionalizata cu anticorp

monoclonal de AFP, conform inventiei:

- Fig. 1, schema biosenzorului cu material activ grafena functionalizata cu anticorp
monoclonal anti-alfa-fetoproteind care este depusa pe suprafata biosenzorului cu unde acustice

de suprafatd (SAW) prin transfer direct indus de laser (LIFT);

- Fig. 2, imagine obtinutd cu microscopul electronic cu baleiaj a unui biosenzor cu unde
acustice de suprafata acoperit cu material activ grafena functionalizata cu anticorp monoclonal
anti-alfa-fetoproteina care este depusi pe suprafata biosenzorului prin transfer direct indus de

laser la fluenta laser de 100 mJ/cm?;

- Fig. 3, grafic ce reprezinta frecventa de rispuns a unui biosenzor cu unde acustice de suprafata
acoperit cu material activ grafena functionalizata cu anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteina

care este depusa pe suprafata biosenzorului prin transfer direct indus de laser.

Referitor la Fig. 1, biosenzorii cu unde acustice de suprafata acoperiti cu material activ grafena
functionalizatd cu anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteind sunt alcituiti din elementele

prezentate in continuare:

- (1) Placa de cuart cu grosimea de 500 pm pe care au fost depusi in prealabil electrozi
de Au (2) cu o grosime de 100 nm. Suprafata de cuart a fost tratata cu
hexametildisilazan prin retroimprastiere la o viteza de rotatie de 2000 rpm, si electrozii
au fost mascati cu un strat de 20 nm de parafina;

- Prin tehnica transfer indus cu laserul a fost depus un film de grafena functionalizatd cu
anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteina (3) pe suprafata biosenzorului;
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- Acoperirea senzitiva (4), alcatuita din grafena (5) functionalizata cu anticorp

monoclonal pentru alfa-fetoproteina (6)

Referitor la Fig. 2, evaluarea morfologiei grafenelor functionalizate depuse prin tehnica LIFT
pe suprafata unui biosenzor cu unde acustice de suprafata a fost realizata cu un microscop JSM-
531 (FEI Inspect S). Probele au fost acoperite cu 10 nm Au inainte de realizarea analizelor
pentru a obtine conductivitate electrici. Se observa o acoperirea completd si uniformd a
suprafetei biosenzorilor cu unde acustice de suprafata pentru transferurile LIFT la fluenta laser
de 100 mJ/cm?, unde foile de oxid grafena au margini regulate si nu prezinta modificari
morfologice in urma transferului laser.

Referitor la Fig. 3, confirmarea functionalititii biosenzorului cu unde acustice de suprafata se
realizata prin inregistrarea parametrului S2; folosind un Network Analyzer. Biosenzorul
functioneazi la o frecventa aproximativa de 405.4 MHz. Dimensiunea cavititii este de 2610

um, lungimea de unda de 8 pum, iar traductorii 800 pm.
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REVENDICARI

1.

Biosenzor pentru detectia alfa-fetoproteinei, caracterizat prin aceea ci este constituit
din grafena functionalizata cu anticorp monoclonal pentru AFP, detectia bazdndu-se pe
interactiunea dintre anticorpul monoclonal de AFP si AFP, schimbarea masei totale a
matricii senzitive si detectia proteinei de interes.

Procedeu de sinteza al grafenei functionalizate cu anticorp monoclonal pentru
detectia AFP de la revendicarea 1, care urmeaza pasii: a) Realizarea de solutie de
grafend dispersati prin ultrasonare (5% raportat la solvent), grafena fiind
functionalizatd cu grupdri amino; b) Functionalizarea grafenei cu grupéri amino
imobilizate pe suprafatd cu glutaraldehida (raport masic grafend : glutaraldehida = 2 :
1), in acelasi solvent (DMF), prin agitare mecanicd timp de 4 ore la 600 rpm, la o
temperatura de 10 °C; c) Filtrarea grafenei functionalizate in vederea izolarii acesteia
pe membrane din Naylon si pentru purificarea de urmele de glutaraldehida
nereactionatd; d) Spilarea grafenei cu apa deionizata pe hartie de filtru — 5 spalari
succesive; e) Prepararea unei dispersii de grafend in apd (concentratiec 1%) prin
ultrasonare; f) Addugarea de anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteina (5% masic fata
de grafend) si mentinerea la o temperatura de 5 °C timp de 72 de ore sub agitare (200
rpm); g) Filtrarea grafenei functionalizate in vederea purificarii de urmele de
glutaraldehida nereactionata.

Procedeul de acoperire a biosenzorului cu grafene functionalizate cu anticorp
monoclonal pentru detectia AFP de la revendicarea 1 consta in: a) Iradierea filmului
lichid cu grafene functionalizate cu un fascicul laser provenind de la un laser cu KrF ce
functioneaza la lungimea de unda de 248 nm si are 20 ns durata pulsului; b) folosirea
unei fluente laser de 100 mJ/cm?; ¢) in timpul realizérii transferului laser, atat placa de
cuart cu filmul lichid ce contine grefane functionalizate cat si electrozii de aur sunt
mentinuti la presiune atmosferica, la temperatura camerei; d) placa de cuart cu filmul
lichid ce contine grefane functionalizate cat si electrozii de aur sunt asezate pe o masa
de translatie xyz, paralel si la o distantd de 100 pm una de celalaltd; e) obtinerea unui
film de grafend functionalizatd cu anticorp monoclonal anti-alfa-fetoproteina pe

suprafata biosenzorului.
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FIGURI

Fig. 1
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