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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un substrat nanostructurat pentru
cresterea si transplantarea culturilor celulare si la
procedeul de fabricare. Substratul conform inventiei
este alcatuit dintr-o retea de fibre nanometrice depuse
pe o membrana polimerica poroasa adeziva alcatuita
dintr-o retea de fibre micrometrice. Procedeul conform
inventiei porneste de la 0 membrana polimerica ade-
ziva, de grosime micrometrica, primul pas fiind prepa-
rarea acesteia pentru depunerea de fibre electrofilate
prin integrarea intr-un circuit inchis ce asigura formarea
campului electric necesar procesului de electrofilare,
urmat de electrofilarea retelei de fibre polimerice nano-
metrice peste acestd membrana, ajustand parametrii de
proces astfel incat sa se obtind o densitate crescuta a
fibrelor si un diametru adecvat, de sub 200nm, al
acestora, folosind o solutie de nylon 6/6 dizolvat in acid
formic la o concentratie de 17%, acesti pasi fiind urmati
de o etapa intermediara in care ansambulul de fibre
electrofilate/membrana polimerica este tratat termic la
100°C timp de 2 ore pentru eliminarea reziduurilor de
solvent din fibre, urmatéd de o ultima etapa in care
suprafata acoperité cu fibrele electrofilate este supusa
unui tratament cu solutie de polilisina de concentratie
0.1%, prin imersare si uscare, pentru cresterea
adeziunii celulare.
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Prezenta inventie descrie un substrat nanostructurat alcituit din fibre polimerice
nanometrice electrofilate cu rol de suport pentru cresterea de celulele vii, ce poate fi utilizat
in combinatie cu senzori sau biosenzori electrochimici, si procedeul prin care se poate obtine
acesta. Conform inventiei, substratul nanostructurat este alcdtuit dintr-o retea de fibre
nanometrice suprapusd peste 0 membrand polimerica cu proprietati adezive alcdtuitd dintr-o
retea de fibre micrometrice, care permite transplantarea culturilor celulare crescute in conditii
de laborator pe suprafata senzorilor sau biosenzorilor electrochimici planari in vederea
monitorizdrii moleculelor de interes biologic produse de celule.

Un senzor electrochimic este un dispozitiv format dintr-un transductor (electrodul de lucru)
ce transformi interactia cu analitul de interes intr-un raspuns electronic masurabil [1]. In
cazul unui biosenzor electrochimic analitul de interes reactioneazd cu un element biologic
(enzima, biomolecula, anticorp, celule, tesut, etc) imobilizat in vecindtatea transductorului
care transforma reactia chimica rezultata intr-un raspuns electronic masurabil [2].

Masurarea rdspunsului electronic necesitd o celuld electrochimica formati din trei electrozi

(electrodul auxiliar) si electrodul de referinta [3]. I




RO 137777 A2

(curent) apare intre electrodul de lucru si contraelectrod, in timp ce potentialul electrodului de
lucru este masurat in raport cu electrodul de referinta [4]. Necesitatea reducerii dimensiunii
celulei electrochimice a dus la aparitia electrozilor planari prin fabricarea celor trei electrozi,
prin tehnici de serigrafie sau litografie, pe o singura suprafata [5].

Din cauza faptului ca numarul de moleculele biologice produse si eliberate de celulele dintr-
o cultura este redus in raport cu volumul mediului celular in care se afla cultura, pentru
monitorizarea analiticd a moleculelor de interes biologic produse de celule folosind senzori
sau biosenzori electrochimici este necesara cresterea/cultivarea culturii celulare pe suprafata
senzorului sau biosenzorului utilizat. Astfel, una din problemele tehnice ce poate aparea in
dezvoltarea unui astfel de sistem este degradarea senzorului sau a biosenzorului in timpul
cresterii culturii celulare care necesita un timp de cel putin 24 h, in conditii de umiditate, 5%
CO» si o temperatura de 37 °C [6].

O alta problema majora ce poate aparea in timpul masuratorilor este reprezentatd de faptul
cd fluxul de sarcind dintre electrodul de lucru si contraelectrod poate afecta viabilitatea
celulelor din culturi si influenta in mod negativ rezultatele obtinute [7].

Rezolvarea acestor probleme presupune atét cresterea separatd a culturii celulare, urmaté de
transplantarea pe suprafata senzorului/biosenzorului, cat si distantarea acesteia de suprafata
mentinand totodata vecinatatea necesard detectiei. Acest lucru presupune cresterea culturii pe
un suport transplantabil care s permitd moleculelor produse de celule sa difuzeze local pe
suprafata senzorului sau a biosenzorului pentru a putea fi detectate.

Electrofilarea este o metoda prin care se poate obtine un astfel de suport de microfibre
polimerice cu diametre submicronice sau chiar nanometrice [8]. Metoda nu necesitd procese

chimice complexe si este potrivitd pentru producerea de fibre cu morfologii si functionalitati

intr-un cdmp cu intensitate de ordinul 1 kV/cm si colectarea acestora pe
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Aceastd metoda este simpld, scalabila la nivel industrial, are costuri reduse si permite un
control ridicat asupra proprietatilor fibrelor prin modificéri ale unor parametri de proces usor
de controlat cum ar fi umiditatea, temperatura, concentratia polimerului etc. [10]. Mai mult,
fibrele obtinute prin electrofilare pot fi colectate pe diverse suprafete, fapt ce constituie o
rezolvare a problemelor tehnice privind monitorizarea analitici a moleculelor de interes
biologic produse de celule folosind senzori sau biosenzori electrochimici.

Solutia tehnica descrisd in prezenta cerere reprezintd un substrat nanostructurat pentru
cultivarea si transplantarea culturilor celulare pe suprafata senzorilor sau biosenzorilor
electrochimici, impreund cu procedeul de fabricare al acestuia care constd in interconectare a
doud componente:

(1) o retea de fibre polimerice electrofilate, de dimensiuni nanometrice, pentru
asigurarea conditiilor biologice necesare dezvoltarii si proliferdrii normale a culturii
celulare;

(2) o membrand polimericad cu proprietdti adezive alcatuitd dintr-o retea de fibre
micrometrice, pentru asigurarea integritatii structurale a substratului si a transferului
culturii celulare

Conform inventiei, substratul microstructurat este fabricat prin electrofilarea componentei
(1) deasupra componentei (2).

Avantajul acestei solutii este ca reteaua de fibre polimerice electrofilate, componenta (1),
asigura un mediu propice dezvoltarii culturilor celulare in conditii de laborator iar membrana
polimericd (2) asigurd integritatea substratului nanostructurat fard a impiedica difuzia

moleculelor de interes biologic, produse de cultura celulard, la suprafata senzorului sau

biosenzorului pe care va fi transplantata cultura celulara.

b
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integrarea unei culturi celulare intr-un sistem de detectie electrochimica sub forma unui sezor
sau biosenzor. Imagini de microscopie electronica de baleiaj (SEM) si optice ale subtratului
nanostructurat dupa fiecare etapa de preparare sunt prezentate in Figurile 2 si 3. Astfel,
pornind de la 0 membrand polimericd adeziva, de grosime micrometrica, primul pas este
prepararea acesteia pentru depunerea de fibre electrofilate prin integrarea intr-un circuit
inchis ce asigura formarea campului electric necesar procesului de electrofilare. Urmatorul
pas este electrofilarea retelei de fibre polimerice nanometrice peste aceastd membrana
ajustand parametrii de proces astfel Incat sa se obtind o densitate crescuta de fibre si un
diametru adecvat al fibrelor (sub 200nm), folosind o solutie de nylon 6/6 dizolvat in acid
formic la o concentratie de 17%, o tensiune de 25 kV, o distanta spinareta-colector de 20 cm,
un debit de alimentare de 0.1 ml/h si o duratd de colectare de 1,5 h. Ca o etapa intermediara,
ansamblul fibre electrofilate/membrana polimericd a fost tratat termic in cuptor, la 100°C
timp de 2 h pentru eliminarea rezidurilor de solvent (acid formic) din fibre, ce poate influenta
negativ dezvolarea celulelor. In ultima etapa de fabricare, suprafata acoperita de fibrele
electrofilate este supusd unui tratament cu solutie de polilisind de concentratie 0.1%, prin
imersare si uscare, pentru cresterea adeziunii celulare.

Prin aplicarea inventiei se obtin urmétoarele avantaje: (i) eliminarea riscului de deteriorare a
senzorului sau biosenzorului in timpul dezvoltarii culturii celulare pe suprafata, (i1)
eliminarea riscului de deteriorare a culturii celulare In timpul masuratorilor electrochimice,

(ii1) reducerea timpului de dezvoltare a platformelor senzoriale.
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Revendiciri

1.

Substrat nanostructurat pentru cresterea culturilor celulare si transplantarea acestora pe
suprafata senzorilor sau biosenzorilor electrochimici in vederea detectiei electrochimice a
compusilor moleculari de interes biologic produsi de celule, caracterizat prin aceea ca
este alcituit dintr-o retea de fibre nanometrice depuse pe 0 membrand polimerica poroasa
adeziva alcatuitd din retea de fibre micrometrice.

Procedeu de obtinere a substratului nanostructurat din revendicarea 1 prin depunerea
unei retele de fibre polimerice nanometrice deasupra unei membrane poroase adezivd

formata din fibre micrometrice folosind tehnica de electrofilare.
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FIGURI EXPLICATIVE PENTRU INVENTIE:
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Figura 1 Etapele fabricarii substratului nanostructurat cu rol de suport pentru cresterea de

celulele vii si integrarea acestora intr-un sistem de detectie electrochimicd constituit de un

senzor sau un biosenzor
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Figura 2 . Imagini de microscopie electronica de baleiaj (SEM) ale (a) membranei poroase,
(b) subtratului nanostructurat si (c) celulelor B16F10 crescute pe suprafata substratului

nanostructurat
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Figura 3 . Imagini optice ale (a, b) membranei poroase, (c) substratului nanostructurat si (d)

celulelor BI6F10 crescute pe suprafata substratului nanostructurat
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