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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o platforma microfluidica si un pro-
cedeu de electromanipulare si caracterizare a celulelor
canceroase pe baza proprietatilor electrice. Platforma
microfluidica, conform inventiei, este prevazuta cu trei
microelectrozi interdigitati pe baza de cerneald de
argint, cupru sau carbon, imprimati cu ajutorul serigra-
fiei la nivelul unui substrat flexibil polimeric si permite
aplicarea in paralel sau multiplexat, cu ajutorul unor
generatoare de semnal, a trei campuri electrice
non-uniforme de diferite amplitudini si frecvente, pentru
capturarea simultand sau secventiald, totald sau
partiala, a celulelor vizate intr-o suspensie.
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PLATFORMA MICROFLUIDICA S| PROCEDEU DE
ELECTROMANIPULARE S| CARACTERIZARE A CELULELOR
CANCEROASE PE BAZA PROPRIETATILOR ELECTRICE

Inventia se referd la o platforma microfluidica si un procedeu de electromanipulare si
caracterizare a trei tipuri de celule canceroase in paralel sau multiplexat pe baza analizei
proprietatilor electrice a celulelor de interes pentru pentru separarea si caracterizarea celulele
tumorale de cele normale, intr-un amestec sau in extrase din tumori solide.

Platforma microfluidica este prevazuta cu trei microelectrozi interdigitati pe baza de cerneald
de argint/cupru/carbon imprimati cu ajutorul serigrafiei la nivelul unui substrat flexibil
polimeric. Platforma prevazuta cu microelectrozi permite aplicarea in paralel sau multiplexat a
trei cAmpuri electrice non-uniforme de diferite amplitudini si frecvente pentru capturarea
simultana sau secventiala totala sau partiala a celulelor vizate in fluidul de solubilizare.

Fenomenologic, dielectroforeza reprezinta miscarea materiei polarizate dielectric plasate in
camp electric neuniform, nefiind necesara o incarcare electrica prealabild a acesteia. Metoda
fundamentala de separare si manipulare consta in captarea particulelor dielectrice in zonele cu
intensitate maxima a cdmpului electric local. Tn campuri electrice neuniforme particulele se vor
deplasa ca urmare a interactiunii dintre momentul dipolar indus in particuld si cdmpul electric
aplicat (plasate in camp electric, particulele sufera un fenomen de polarizare, adicd are loc
separararea sarcinilor pozitive si negative prin deplasare particulele capatda un moment de
dipol), rezultand o forta translationala numita forta dielectroforetica Fogp.

Forta dielectroforetica depinde de dimensiunea particulelor (r), conductivitatea, constanta
dielectrica a acestora (incluse in factorul Clausius—Mossotti fcy) si a mediului in care acestea au
fost suspendate (en) precum si de gradientul patratului intensitatii campului electric aplicat
(VE? ms).

Particulele raspund unui efect de dielectroforeza pozitiva sau negativa (p-DEP sau n-DEP) in
functie de polaritatea Re[fcu] care variaza intre -0,5 si 1 pentru particulele sferice. Atunci cand
Re[fem] > O (g, < €m) miscarea particulelor este orientata spre regiunile cu camp mai puternic,
fenomen cunoscut sub numele de dielectroforeza pozitivd (pDEP). Cand Re[fem] < 0 (g, > €m)
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particulelele se deplaseazd spre regiunea cu un cdmp electric mai scazut, fenomen cunoscut

sub numele de dielectroforeza negativa (nDEP).

Manipularea particulelor biologice si non-biologice cu ajutorul unui cdmp electric neuniform
folosind dielectroforeza a dobandit un interes imens in ultimele decenii, datorita naturii sale
nedistructive care permite studiul in detaliu a proprietatilor fizice si chimice ale particulei de

interes.

Pe de altd parte, spectroscopia dielectrica de banda larga are |a baza studiul interactiunii dintre
un cdmp electromagnetic si materie si este utilizatd pentru determinarea valorilor permitivitatii
complexe £ (w)= e'(w)- ien(w) functie de frecventa. De-a lungul timpului aceasta tehnicé a fost
utilizatd intr-o varietate foarte larga de aplicatii, cum ar fi: studiul dinamicii moleculare in
polimeri, transportul de sarcind in diferite materiale (semiconductoare, cristale lichide,
materiale ceramice s.a.m.d), monitorizarea reactiilor chimice si a proceselor de polimerizare,
proprietati de structura ale materialelor si efecte electrice si optice neliniare.

Spectroscopia dielectrica de banda larga este utilizata intr-un domeniu foarte larg de frecvente,
de la 10® Hz pani la 10"%Hz, Tehnica a fost aplicatd pand in prezent atit in configuratie de
condensator plan paralel dar si la nivelul unor microelectrozi interdigitati inclusiv la nivelul
celulelor biologice precum: celule stem, ADN, proteine, virusi si/sau celule canceroase.

Sunt cunoscute brevetele de inventie US20160193613A1, WO02007020443A1,
WO02007070592A2, WO02015017729A1, WO02015031586A1, WO 2015022481A1, WO
2018009892A1, . Toate solutiile tehnologice propuse de aceste brevete se referd la aplicarea
dielectroforezei pentru electromanipularea diverselor celule biologice dar doar prin utilizarea
unui singur electrod de lucru.

Platforma microfluidica si procedeul de electromanipulare si caracterizarea a celulelor
canceroase conform inventiei inlatura dezavantajele tehnicilor consacrate de separare si
manipulare a celulelor canceroase precum dificultati in observarea si analizarea celulelor unice,
operatori ultraspecializati, costuri initiale si de ultilizare mari, imposibilitatea efectuarii si a altor
tipuri de teste, consum ridicat de timp prin faptul ca presupune utilizarea unei platforme
microfluidice prevazute cu trei microelectrozi interdigitati pe baza de cerneala de argint / cupru
/ carbon imprimati cu ajutorul serigrafiei la nivelul unui substrat flexibil polimeric. Platforma
prevazuta cu microelectrozi permite aplicarea in paralel,secvential sau multiplexat a trei
campuri electrice non-uniforme de diferite amplitudini si frecvente pentru capturarea
simultana sau secventiald totald sau partiala a celulelor vizate in fluidul de suspendare.

¢



RO 137363 A2

Configuratia propusa permite izolarea si selectarea fiecaruia dintre electrozii de lucru separat,
precum si masuratori multiple cu ajutorul spectroscopiei dielectrice de banda larga. Celulele
tintd suspendate intr-o solutie cu conductivitate redusa pot fi recirculate cu ajutorul unei
pompe peristaltic intr-o micro-camera (prevazuta cu orificii de admisie $i de evacuare) plasata
pe electrozii de lucru sau pot fi analizate direct la nivelul unei picaturi de solutie. Capacitatea de
polarizare diferita a celulelor tintd va permite sortarea in paralel pe diferiti micro-electrozi in

timp ce simultan vor fi generate campuri electrice multiple de diferite magnitudini si frecvente.

Caracteristici ale microelectrozilor interdigitati utilizati pentru electromanipulare si
caracaterizarea proprietatilor dielectrice ale celulelor canceroase sunt urmatoarele:

. Latimea fiecaruia dintre dinti cuprinsa intre 60 - 100 um — mai mare decat dimensiunea
unei celule.

J Distanta dintre doi dinti este de 60 - 200um — mai mare decat dimensiunea unei celule.

. Grosimea electrodului de contact de 400um.

. Microelectrozii interdigitati sunt imprimati cu ajutorul tehnicii de serigrafiere cu

cerneald conductive pe baz3 de argint/cupru/carbon.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

(1) selectivitate crescutd, rapiditate in aplicare, versatilitate si reconfigurabilitate;

(2) Sortare celulara rapida si posibilitate de diagnostic pe baza spectroscopiei dielectrice;

(3) Adresabilitate mai mare si selectivitate sporita datoritd capacitatii de integrare cu
instrumente clasice de sortare si sisteme de imagistica de incubare sau live;

(4) Neutilizarea biomarkerilor;

(5) Posibilitatea de a viza o singura celula sau un mic grup de celule si de a le analiza in prezenta
medicamentelor impotriva cancerului (cunoscute sau experimentale);

(6) Versatilitatea tehnologicda pentru experimente de cercetare care si permitd teste de
biocompatibilitate, suporturi de crestere si hidrogeluri pentru eliberare controlatd a

medicamentelor.

Se prezinta in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legatura cu figurile 1-4, care se
refera la:
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- Figura 1. Platform3 microfluidica cu trei microelectrozi interdigitati fabricati cu ajutorul
serigrafiei in structura coplanara dezvoltata la nivelul unui substrat polimeric flexibil;

- Figura 2. Procedeu de fabricatie a platformei microfluidice cu ajutorul serigrafiei
tehnice;

- Figura 3. Demonstrarea functionalitatii dielectroforezei la nivelul unui microelectrod
interdigitat intercastelat;

- Figura 4. Exemplu de caracteristica electrica (diagrama Bode) obtinuta la nivelul unui
microelectrod interdigitat pentru linia celulara THP-1 cu ajutorul spectroscopiei
dielectrice de banda larga.

in figura 1 este prezentatd o structurd abstractizata a platformei ce contine
microelectrozi interdigitati la nivelul cdrora in paralel si/sau multiplexat pot fi generate cu
ajutorul generatoarelor de semnal campuri electrice de amplitudine si frecvente pentru
electromanipularea si selectia celulelor biologice supuse testelor. Totodatd, dupa
electromanipulare, microelectrozii permite realizarea determinarea proprietatilor electrice a
celulelor biologice izolate cu ajutorul spectroscopiei de impedanta electrica intr-un domeniu de
frecventa foarte larg (pana in domeniul microundelor).

in figura 2 este prezentata tehnologia de fabricare a platformei cu microelectrozi cu
ajutorul tehnicii de serigrafie. Tehnologia presupune ca prima etapa transferul cernelii tehnice
conductive la nivelul substratului din material polimeric. Dupa transferul cernelii la nivelul
substratului are loc uscarea acesteia cu ajutorul unui tratatement termic intr-un cuptor care
permite controlul riguros al temperaturii. Uscarea cernelei are loc intr-o perioada de 5 pani la
10 minute la o temperatura de minim 120 °C. Dupa uscare cernelei, terminalele electrozilor se
incapsuleazd cu ajutorul cernelei dielectrice. Incapsularea se finalizeazd dupi ce se usuc
cerneala dielectrica tot in cuptor, exact in aceeasi maniera in care a fost uscata si cerneala
conductiva. (x ~ cerneald, y — masca serigrafica, z — substrat, v — racletd, w — matrice electrozi
imprimati)

in figura 3 este prezentat modul in care actioneazi fortele dielectroforetice la nivelul
celulelor biologice canceroase. Se observa faptul cd dacd in momentul in care asupra celulelor
nu actioneaza un camp electric acestea sunt distribuite aleatoriu deasupra microelectrodului. In
momentul in care asupra celulelor actioneaza un cdmp electric, de o anumitd amplitudine si
frecventd, celulele viabile se deplaseaza in vecindtatea castelatiilor electrozilor formand niste
”punti” de celule a caror caracteristici electrice pot fi determinate cu ajutorul spectroscopiei de
impedanta. Functionarea poate avea loc si in curent continuu.
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in figura 4 este prezentatd o caracteristici electrici comund a dependentei fazei si
amplitudinii impedantei functie de frecventa la nivelul unor celule biologice (linia celulard THP-

1) dupa captarea acestora cu ajutorul sistemului dielectroforetic (12 Vpp, 1MHz) la nivelul
microelectrodului interdigitat.
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Revendicari

1. Platforma microfluidica imprimata integral cu ajutorul tehnologiei de serigrafie
(,serigrafie”) , caracterizata prin aceea cé este constituita din trei microelectrozi interdigitati pe
baza de cerneala de argint si/sau cupru si/sau carbon pe suport flexibil polimeric. Platforma

functioneaza atat in sistem static (picaturd), cat si dinamic (in curgere).

2. Platforma microfluidicd conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea cd permite
generarea in paralel, secvential sau multiplexat a trei campuri electrice neuniforme de
frecvente si amplitudini diferite pentru electromanipulare si sortare a celulelor canceroase in
amestec cu celule normale suspendate intr-o solutie cu conductivitate electricd micd. Metoda
poate fi aplicatd si in curent continuu. Tn curent alternativ, amplitudinea poate fi variaté de la 0
Vpp pana la 20 Vpp, iar fracventa de la 1Hz pana la 200MHz. Cantitatea de celule canceroase
din solutie poate varia de la 10° pani la 5*10° celule/ml.

3. Platforma microfluidica conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca permite
determinarea proprietatilor electrice a celulelor canceroase si identificarea acestora pe baza
variatiei impedantei si a constantei dielectrice cu frecventa dupa captarea celulelor la nivelul
microelectrozilor dar si direct in solutie inaintea aplicarii dielectroforeei.

4. Platforma microfluidica conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea ¢i permite
determinarea proprietatilor electrochimice a celulelor canceroase pe baza utilizérii acesteia in
analize de voltametrie ciclica.

5. Platforma microfiuidica conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea c¢i permite
aplicarea dielectroforezei, spectroscopiei de impedanta electricda si spectroscopiei
electrochimice in solutii pe bazd de sucroza si/sau zaharoza cu pH cuprins intre 7,2 si 7,4 si
conductivitate electrica cuprinsa intre 1 si 30 mS/m.
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