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9 PROCEDEU DE DETECTIE A MELANINEI PRODUSA

DE CULTURILE CELULARE B16

(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de detectie a mela-
ninei produsa de culturile celulare B16. Procedeul con-
form inventiei se realizeaza in trei pasi prin insaman-
tarea si cultivarea celulelor pe suprafata unei mem-
brane poroase adezive, grefarea ansamblului de fibre
si celule pe suprafata unui senzor electrochimic planar
si masurarea semnalului electrochimic al melaninei
folosind tehnica de voltametrie in puls diferential.
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Prezenta inventie descrie un procedeu de detectie a melaninei produsa de culturile celulare
B16. Conform inventiei, procedeul presupune intr-o prima etapd insdmantarea si cultivarea
celulelor pe suprafata unei membrane poroase adeziva. A doua etapa presupune grefarea
ansamblului de fibre si celule pe suprafata unui senzor electrochimic planar format din trei
electrozi, iar in cea de a treia etapa are loc mésurarea semnalului electrochimic al melaninei
produsa de celulele B16 folosind tehnica de voltametrie in puls diferential [1].

Studiul proceselor si al mecanismelor prin care diferite tesuturi sau organe rispund la
diversi stimuli se bazeaza pe rezultatele testelor in vitro pe celule care ar trebui sa permita
corelarea cu aspectele esentiale ale fiziologiei in vivo [2]. In acest sens, modele in vitro, ce
presupun intr-o prima etapd cultivarea celulelor pe suprafete, sunt optimizate pentru un
randament ridicat al predictiei necesare pentru corelatii precise cu mecanismele in vivo.
Interactiunea celulelor cu biomaterialele este dictatdi de biocompatibilitatea si
biofunctionalitatea acestora si este puternic influentatd de proprietitile suprafetei. in plus,
pentru studii biologice si de diagnosticare este important sd se controleze aderenta celulelor la
suprafete deoarece proprietdtile suprafetei influenteazd aderenta si proliferarea celulelor.
Fabricarea unei suprafete biocompatibile, care asigurd o proliferare optima a celulelor, si

totodata care sa permitd grefarea culturii celulare pentru analiza, se poate face prin tehnica de
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electrofilare care permite obtinerea de fibre polimerice biocompatibile cu diametre
nanometrice.

Celulele B16 sunt linii celulare de melanom care produc melanind si prezintd
comportamente metastatice. Acestea sunt utilizate pe scard largd pentru a studia
melanogeneza si depigmentarea, metastazele tumorale si pentru masurarea citotoxicitatii
diferitelor substante in modelele de piele [3]. Astfel, masurarea cu exactitate a cantitatii de
melanind produsd de melanocite este esentiald pentru a studia diferite afectiuni ale pielii si
pentru a evalua eficacitatea diverselor terapii.

In general, pentru masurarea si cuantificarea melaninei sunt utilizate diverse metode
analitice, cum ar fi spectrofotometria de fluorescentd, spectrometria de rezonantd
paramagneticd electronicd, cromatografie lichidd de Inaltd performantd si spectroscopie de
absorbtie [4]. Dintre acestea, spectroscopia de absorbtie este cea mai utilizatd metoda,
deoarece procedura experimentala este simpld si nu necesitd echipamente voluminoase sau
operatori calificati. Cu toate acestea, deoarece inainte de masurare celulele sunt dizolvate la
temperatura ridicatd intr-un solvent cu pH alcalin, aceastd metoda este distructivd. Mai mult,
similar celorlalte metode mentionate, poate fi utilizatd numai pentru masurétori finale si nu
permite masurdtori in timp real [5].

Tehnicile electrochimice sunt metode analitice foarte sensibile care pot detecta unul sau mai
multi analiti dintr-o proba in timpul unei singure masuritori. in general, masuritorile
electrochimice necesitd un transductor (sau electrodul de lucru), un electrod auxiliar si un
electrod de referintd [6]. Pentru minimizarea sistemului electrochimic acesti electrozi pot fi
fabricati pe acelasi suport rezultdnd un sistem planar [7]. Metodele electrochimice utilizate in

mod obisnuit includ amperometria, potentiometria, conductometria si voltametria [8,9].

Solutia descrisa in prezenta cerere reprezintd un procedeu de detectie a melaninei produsa
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celulelor pe o suprafatd nanostructuratd de fibre electrofilate deasupra deasupra unei
membrane poroase adeziva, grefarea ansamblului de fibre si celule pe suprafata unui senzor
electrochimic planar si masurarea semnalului electrochimic al melaninei folosind tehnica de
voltametrie in puls diferential [10]. Avantajul acestei solutii este ca suprafata de fibre
electrofilate asigurd cresterea viabila a celulelor, iar grefarea pe suprafata senzorului Tnainte
de masurare previne degradarea atat a culturii celulare cat si a senzorului, imbunétatind astfel
modelul experimental. De asemenea, procedeul permite o méasurarea in timp real a melaninei
produse in urma a diversi stimuli.

in cele ce urmeaza se prezinti un exemplu de realizare a inventiei in trei pasi conform
Figurii 1. Astfel, pornind de la o suprafata de fibre nanometrice electrofilate deasupra unei
membrane poroasd adezivd, primul pas este reprezentat de insdméantarea cu celulele B16F10
la o densitate de 10000 celule / cm? si cultivate timp de 24 h in incubator in conditii de
umiditate, 37 °C si 5% COx. In cel de-al doilea pas, ansamblul continind cultura celulari este
grefat pe suprafata unui senzor planar alcituit dintr-un electrod de aur, un electrod auxiliar de
platind si un electrod de referinta din argint.

in ultimul pas melanina produsi de celulele B16F10 este detectati electrochimic folosind
tehnica de voltametrie in puls diferential prin baleierea potentialului de la 0 mV pana la — 800
mV. Productia de melanind are loc ca proces metabolic normal al celulelor insa poate fi

accelerata prin diversi stimuli, cum ar fi iradierea cu lumina ultravioleta.
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Revendicari

1. Procedeu de detectie a melaninei produsd de culturile celulare B16 caracterizat
prin aceea cd se realizeazd In trei pasi prin insdméntarea si cultivarea celulelor pe
suprafata unei membrane poroase adezive, grefarea ansamblului de fibre si celule pe
suprafata unui senzor electrochimic planar si masurarea semnalului electrochimic al
melaninei folosind tehnica de voltametrie in puls diferential.

2. Procedeul de detectie prezentat in revendicarea 1 caracterizat prin aceea ca
tehnicd de detectie poate fi o metodd voltametricd, amperometrica sau spectrometrie

electrochimicd de impedanta.




FIGURI EXPLICATIVE PENTRU INVENTIE:
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Figura 1. Prezentarea schematicd a procedeului de detectie a melaninei produsa de celulele

B16F10.
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