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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obfinere a unui
biosenzor selectiv pentru detectia electrochimica a
Cisplatinei (CIS) din plasma artificialda. Procedeul, con-
forminventiei, consta in etapele: caracterizare initiala a
electrodului serigrafiat in solutie de feri/fero cianura de
potasiu 5 mM prin metode electrochimice pe domeniul
-0,2/+0,6 V, viteza de scanare de 100 mV/s, 4 cicluri,
spalare a electrodului serigrafiat cu o solutie de tampon
fosfat cu pH 7,4 cu uscare, functionalizare a suprafetei
electrodului de lucru de aur cu 2 pl albumina serica
umana (HSA) de concentratie 1 mg/ml, prin incubare
timp de 1 h la temperatura camerei, spalarea electro-

dului pentru indepartarea excesului de HSA, carac-
terizarea electrodului functionalizat Tn solutie de feriffero
cianurd de potasiu 5 mM, respectiv, in apa oxigenata
50 mM, pe domeniul -0,2...+0,8 V, o viteza de scanare
de 250 mV/s, 1 ciclu, cu realizarea curbei de calibrare
si testarea plasmei artificiale imbogétité in concentratii
detectate de CIS in domeniul 0,00086...43,2 mg/ml, bio-
senzorul fiind selectiv pentru detectarea unor con-
centratii mici de CIS.
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PROCEDEU DE OBTINERE BIOSENZOR PENTRU DETECTIA
ELECTROCHIMICA A CISPLATINEI DIN PROBE DE PLASMA ARTIFICIALA

DESCRIERE INVENTIE

Inventia se referd la procedeul de obtinere a unui senzor electrochimic functionalizat
cu albumina sericd umana (HSA), destinat detectiei unor agenti antitumorali des utilizati in
practica medicala.

Cancerul este una din principale cauze de deces la nivel mondial, fiind adesea tratat
cu medicamente antineoplazice cu un nivel ridicat de toxicitate. Monitorizarea personalizatd a
terapiei cu aceste medicamente reprezintd un deziderat, aducand in prim plan conceptul de
medicind personalizatd [1,2,3]. Dezvoltarea senzorilor electrochimici destinati detectiei
agentilor antitumorali reprezintd o necesitate. Scopul biosenzorilor electrochimici dezvoltati
permit monitorizarea nivelurilor plasmatice de Cisplatina la pacientii cu boli neoplazice si
administrarea de tratament personalizat. Metodele electroanalitice sunt preferate pentru
selectivitdtii ridicate. Tehnicile electrochimice sunt versatile si au sensibilitate, acuratete si
precizie ridicatd, precum si un domeniu larg de detectie.

Cisplatina (CIS) este folosita incd din 1978, pentru tratamentul cancerelor ovariene,
testiculare i a tumorilor solide la nivelul capului si gatului [9]. Este un antineoplazic
citostatic, un compus coordinat al platinei, ce actioneazi ca alchilant bifazic, inhiband
selectiv si preferential sinteza ADN-ului i mai pufin a ARN-ului, neavand specificitate de
faza a ciclului celular. S-au identificat mai multe mecanisme moleculare de actiune, inclusiv
inducerea stresului oxidativ, caracterizatd prin producerea de specii reactive de oxigen si
peroxidarea lipidelor, blocarea ciclului celular, inhibarea proto-oncogenelor si a proteinelor
anti-apoptotice si activarea cdilor de apoptozd. CIS nu prezintd o legare instantanee si
reversibila de proteinele plasmatice, insd, platina din structura sa este capabild sa se lege de
proteinele plasmatiee, inclusiv albumina, transferina si y-globulina. Eliminarea se realizeaza
in principal prin urind, in primele ore rapida, apoi foarte.lentd, avind un timp de injumatatire
terminal de 2-5 zile [9].

Metodele folosite in prezent pentru detectia Cisplatinei se bazeaza pe cromatografia
de lichide de 1naltd performantd [18], cromatografia de lichide de ultra performanta [19],
cromatografia electrocinetica micelara [20] si metode de chemiluminiscentd [21].

Aceste metode prezintd unele dezavantaje, cum ar fi: timpii mari de analiza, utilizarea
unor echipamente sofisticate si scumpe, a solventilor scumpi, dar si necesitatea unui personal
calificat pentru manipularea echipamentelor si interpretarea rezultatelor.

Senzorul electrochimic functionalizat cu HSA ofera multe avantaje. Unele in aceste
avantaje se referd la selectivitate, sensibilitate, masuratori realizate in timp real, diagnostic
rapid, cost redus si utilizarea unor cantititi mici de proba.

Cisplatina este un compus redox-activ, de aceea metodele electrochimice reprezintd o
alegere bund in privinta detectiei §i determindrii concentratiei de Cisplatina.

Functionalizarea electrozilor serigrafiati reprezintd reprezintd un pas spre viitorul
senzorilor electrochimici. In acest proces, electrozii vor avea o mai mare specificitate si
sensibilitate pentru detectia moleculei de interes.

Aceastd tehnicd de functionalizare prezinti unele avantaje precum specificitate
ridicatd, stabilitate, sensitivitate crescuta si un cost de productie scazut.

Problema tehnicd pe care o rezolvd aceastd invenfie constd in detectarea unor
concentrafii mici de Cisplatind. Desi existd alte metode detectie pe piatd, cum ar fi:
cromatografie de lichide de inaltd performata, cromatografia de lichide de ultra performata si
spectrometria de absorbtie atomicd, aceste metode necesitad personal calificat, duratd mare de
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analiz3, cantititi mai mari de proba si nu sunt disponibile publicului larg. Avantajul cu care
vine tehnica noastra este reprezentat de costul mic de productie, utilizarea unor cantitdfi mici
de proba si o accesibilitate mai mare.
Functionalizarea electrodului serigrafiat, presupune urmatoarele etape:
- caracterizarea initiala a electrodului in solutie de feri/fero cianurd de potasiu 5
mM, prin metodele electrochimice precum voltametria ciclica (CV) pe
domeniul -0.2/+0.6 V, rata de scanare fiind 100 mV, 4 cicluri, precum si
spectroscopie electrochimica de impedanta (EIS);
- am functionalizat electrodul de lucru cu 2 pL de soluie HSA cu concetratia de
Img/mL; urmati de incubare timp de o ora la temperatura camerei;
- Caracterizarea electrodului dupa functionalizare cu HSA in solutie de feri/fero
cianura de potasiu 5 mM, prin metodele electrochimice precum CV si EIS;
- Caracterizarea dupa funcfionalizare a electrodului in H2O2 50 mM prin metoda
CV: domeniul -0.2/+0.8 V, rata de scanare 250 mV, 1 ciclu;
- Caracterizarea finald a electrodului cu probe de plasma artificiald imbogatita
cu diferite concetratii de Cisplating, in solutie de H,O; 50 mM, prin metoda
CV pe domeniul -0.2/+0.8 V, rata de scanare 250 mV, 1 ciclu, pentru fiecare
concetrafie de Cisplatina.

Pentru aceastd aplicatie, electrodul serigrafiat este spélat cu o solutie de tampon fosfat
cu pH = 7.4, lasat la uscat, apoi se funcfionalizeaza electrodul de lucu cu o solutie de 2 pL
HSA, de concetratie 1 mg/mL si se lasd la incubat timp de o ora.

Plasma artificiald a fost imboafitd cu concentratii cunoscute de Cisplatind: 0.0006
mg/mL, 0.001 mg/mL, 0.036 mg/mL, 0.18 mg/mL, 0.36 mg/mL, 1.8 mg/mL, 3.6 mg/mL,
10.8 mg/mL, 18 mg/mL, 25.2 mg/mL, 32.4 mg/mL si 43.2 mg/mL. Detectia concentratiile
cunoscute de Cisplatind a fost realizatd intr-o solutie de H,O, 50 mM. Citirea s-a realizat
utilizand potentiostatul Interface 1010E (Gamry), cu ajutorul metodei voltametrie ciclica,
metoda fiind selectatd ca fiind optima pentru acest tip de ‘aplicatie.

Figurile reprezentative realizarii microsenzorului conform inventiei sunt urmatoarele:

Fig. 1. Modelul experimental — electrodul serigrafiat care prezintd: A. electrod de lucru cu
suprafata de aur; B.-contra-electrod cu suprafatd de aur; C. electrod de referintd de argint.

Fig. 2. Electrodul serigrafiat conectat la Potentiostatul Interface 1010E (Gamry).

Fig. 3. Obtinerea curbei de calibrare prin metoda de oltametrie ciclicd a electrodului
functionalizat cu HSA.

Fig. 4. Curba de calibrare in functie de concentratia de Cisplatini (R?>=0,956).

Exemplu:
1. Etapa de caracterizare electrod serigrafiat

Metoda de caracterizare a electrozilor serigrafiati cu electrodul de lucru din aur s-a
realizat prin metoda electrochimica de voltametrie ciclicd (CV) si spectroscopie de impedanti
electrochimicé (EIS) in solutie de feri/fero cianurd de potasiu 5 mM:

- interval de baleiere: -0.2/0.6 V;

- viteza de scanare: 100 mV/s;
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numarul de cicluri: 4 cicluri.
Dupa caracterizare, electrodul se spala cu solutie de PBS, pH=7.4, si se lasa la
uscat timp de 15 minute.

2. Procesul de functionalizare a electrodului

Procesul de functionalizare consta in urmatoarele:

Am pipetat pe electrodul de lucru 2 pL de solugie HSA cu concetratia de 1mg/mL;

Incubare timp de o ora la temperatura camerei;

Caracterizare electrodul dupa functionalizare cu HSA

1. 1in solutie de feri/fero cianurd de potasiu 5 mM, prin metodele electrochimice
CV i EIS;

2. 1in solutia de H2O2 prin CV:

interval de baleiere: -0.2/4+0,8 V;

viteza de scanare: 250 mV/s;

numarul de cicluri: 1 ciclu.

3. Etapa de obtinere a curbei de calibrare a concentratiilor de Cisplatina

S-au realizat 12 solutii de plasma artificiald imbogidtitd cu urmétoarele concentratii de

Cisplatina:

0.0006 mg/mL
0.001 mg/mL
0.036 mg/mL
0.18 mg/mL
0.36 mg/mL
1.8 mg/mL
3.6 mg/mL
10.8 mg/mL
18 mg/mL
25.2 mg/mL
32.4 mg/mL
43.2 mg/mL

Fiecare concentratie se analizeaza in solutie de H2O> de concentratie 50 mM prin
metoda CV si se realizeaza curba de calibrare.
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REVENDICARI

1. Revendicarea se referd la procedeul prin care se realizeazd un biosenzor selectiv
pentru detectia electrochimicd a Cisplatinei din plasma artificiald, biosenzor caracterizat
prin: caracterizarea electrochimica inifiald a senzorului prin metoda electrochimica de
voltametrie ciclica (CV), baleierea potentialului intre -0.2 V si +0.6 V, cate 4 cicluri in solutie
feri/fero cianurd de-potasiu 5 mM K4[Fe(CN)s]-3H20 si K3[Fe(CN)s], urmata de spilare cu
tampon fosfat (pH=7,4), in continuare are loc functionalizarea suprafetei electrodului de aur
cu 2 pL albumina sericd umana (HSA) de concetratie 1 mg/mL, prin incubare timp de o ord
la temperatura camerei, dupa care s-a indepartat excesul de HSA prin spélarea electrodului cu
o solutie de tampon fosfat, urménd caracterizarea electrodului functionalizat in solutie de
feri/fero cianura de potasiu 5 mM, prin metodele electrochimice CV si EIS si in solutie H,O»
50 mM prin inregistrarea CV prin baleierea potentialului intre -0.2 V si +0,8 V si o viteza de
scanare de 250 mV/s, un ciclu care in final duce la obtinerea biosenzorului, apoi se realizeaza
citirea diferitelor concentratii de Cisplatind, cunoscute, de la 0.0006 mg/mL la 43.2 mg/mL,
prin metoda CV cu baleierea potentialului in intervalul interval de baleiere: -0.2V - +0,8V,
viteza de scanare 250 mV/s si 1 ciclu.
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Curba calibrare concentratii de Cisplatin
0.0006 -43.2 mg/mL

y =-0.0077x* + 0.9307x + 1.7286
R?=0.956
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