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Prezenta inventie se refera la doud metode de detectie electrochimici in situ a radicalului
superoxid generat in culturi celulare sub actiunea unui declansator de stres celular. Mecanismul de
detectie se bazeazi pe eliberarea proportionald de superoxid de catre celule sub actiunea unui
declansator de stres celular injectat in celula electrochimica ce integreaza ca dispozitiv de detectie
un biosenzor electrochimic pe baza de aur, superoxid dismutaza (SOD) si celule crescute direct pe

suprafata acestuia, in proximitate cu stratul enzimatic (Au/SOD/celule).

Radicalul superoxidul este un marker al stresului oxidativ, iar productia necontrolata si/sau
eliminarea ineficientd a acestuia de catre sistemul antioxidant endogen poate rezulta in aparitia
mai multor afectiuni, ca de exemplu arteroscelroza, hipertensiune arteriala, diabet, miocardita, etc.
Astfel, o monitorizare in vivo a variatiei concentratiei de superoxid este importanta in medicina
preventivd. Metodele de detectie ale superoxidului in culturi celulare folosesc microscopia de
fluorescenta sau citometria in flux, care se bazeaza pe utilizarea de coloranti cu permeabilitate
celulara crescuta, care in urma interactiunii cu superoxidul genereaza un produs fluorescent. Doua
metode de detectie spectrofotometrice (UV-vis si fluorimetricd) a superoxidului in mediu celular
care utilizeaza colorantul fluorescent 4-cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol au fost brevetate in
SUA (US20060188997A1). O altd metoda fluriometrica a fost dezvoltata pentru detectia simultana
a mai multor specii reactive de oxigen in mediu celular, folosind o serie de coloranti fluorescenti
(US 2010/0081159 A1). in prezent, exista pe piata kit-uri de detectie flurimetrica a superoxidului.
Pe langa metodele spectrofotometrice, metodele electrochimice sunt si ele utilizate cu succes in
detectia superoxidului, cele din urma avand anumite avantaje precum: costuri reduse, portabilitatea
si timpi redusi de achizitie si analizi a datelor. Astfel, a fost brevetat un senzor electrochimic non-
enzimatic de superoxid a cérei detectie se bazeazd pe interactiunea dintre complexul molecular

porfirina-fier cu radicalul superoxid (W02005088290). Mai mult, utilizarea biosenzorilor
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enzimatici electrochimici prezintd o selectivitate superioara conferitd de enzima superoxid
dismutaza, care catalizeazi reactia de disproportionare a radicalului superoxid, si care poate fi

cuantificata electrochimic.

Principalele provocari legate de detectia superoxidului in vivo in culturi celulare sunt: i)
cantitatea micd de superoxid, de ordinul nanomolar, eliberata de culturile celulare si ii)
biocompatibiliatea materialelor utilizate, in special in cazul utilizdrii metodelor electrochimice

bazate pe biosenzori.

Doua metode extrem de sensibile pentru detectia de radical superoxid in culturi celulare au
fost dezvoltate si sunt descrise in acest brevet. Aceste metode cuantificd cantitatea de superoxid
eliberatd de celulele crescute direct pe dispozitivul de detectie (Au/SOD/celule), sub actiunea unor
compusi chimici cu efect de declansare a stresului celular, utilizdnd conversia enzimatici a
superoxidului la oxigen, catalizatda de SOD imobilizatd pe dispozitivul de detectie electrochimic,
in proximitate cu cultura celulard. Prima metoda cuantifica cantitatea de superoxid produsa de
celule prin metoda cronoamperometrica la o valoare pozitiva a potentialului aplicat, care si
permitd regenerarea centrului activ enzimatic in urma conversiei enzimatice a superoxidului si care
duce la o crestere a curentului anodic; aceasta crestere de curent prezintd o dependentd liniara cu
concentratia de superoxid. A doua metodd de detectie utilizeazd spectroscopia de impedanta
electrochimica la potentialul de circuit deschis, si coreleaza o crestere a valorilor de impedanta

reald la frecvente inalte spre medii cu cresterea concentratiei de superoxid produsa de celule.

Metodele de detectie electrochimicad brevetate rezolvd problemele detectiei in situ a
radicalului superoxid in culturi celulare utilizind metodele spectrofotometrice, diminuand
considerabil timpul experimental, costurile crescute si valorile limitelor de detectie. Mai mult,
metodele de detectie cuantifici concentratia totald de superoxid eliberat de celula in urma

stimulilor chimici externi, nu doar cea de la nivelul mitocondriei sau a reticulului endoplasmatic.
Cele doua metode de detectie electrochimica din prezenta inventie au urmétoarele avantaje:

i) detectia foarte precisd a superoxidului, oferitd de proximitatea dintre cultura celulara si
stratul enzimatic existent la suprafata dispozitivului de detectie, ceea ce determina un timp
foarte scdzut intre productia si masurarea concentratiei de superoxid eliberatd de culturi

celulare, limitand disproportionarea chimica a acestuia;
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ii) masurarea concentratiei totale a superoxidului generat de celule sub actiunea
declansatorului de stres celular;

iii) biocompatibilitatea ridicata a materialelor utilizate in fabricarea dispozitivului de detectie,
oferita de utilizarea aurului in compozitia transductorului electrochimic si a nanostructurilor de
oxid de zinc, care cresc hidrofilitatea suprafetei, si totodatd si aderenta atat a enzimei SOD cat
si a celulelor pe suprafata dispozitivului de detectie;

iv) valori scdzute ale limitei de detectie conferite atdt de metodele de detectie utilizate,
cronoamperometria la potential fix si spectroscopia de impedanti electrochimica, dar si de
suprafata nanostructurati a biodispozitivului Au/SOD/celule;

v) posibilitatea utilizarii biodispozitivului de detectie Au/SOD/celule pentru evaluarea
efectului superoxidului asupra celulelor, prin metode de imagistica, precum microscopia de
fluorescenta si cea electronica de baleiaj, si comparand morfologia si numarul de celule vii

inainte si dupd efectuarea testelor de stres chimic care duc la generarea radicalului superoxid.

Se da in continuare un exemplu de realizare a inventiei in legatura cu Figura 1- A)
Reprezentare schematica generalda a celulei electrochimice utilizatd pentru efectuarea
masurdtorilor electrochimice cu urméatoarele componente: 1-corpul celulei, 2-electrodul de lucru
(biosenzorul Au/SOD/celule), 3-electrodul de referinta si 4-electrodul auxiliar; B) componentele
biosenzorului Au/SOD/celule cu 1-transductorul electrochimic, 2-strat enzimatic SOD si 3-cultura
celulara; Figura 2- Metoda cronoamperometricd la potential aplicat de +0.3 V vs. Ag/AgCl
inregistrat la biosenzorul Au/SOD/celule inainte si dupd 5 injectii consecutive ale declansatorului
de stres si B) Curba de calibrare corespunzitoare construitd considerand valoarea variatiei de
curent aferentd fiecérei concentratii de declansator de stres si concentratia declansatorului de stres
si Figura 3- Metoda de spectroscopie de impedant electrochimica de cuantificare a superoxidului
produs de celule cu A) Spectre de impedantd Nyquist inregistrate la potentialul de circuit deschis
la biosenzorul Au/SOD/celule inainte si dupa S injectii consecutive ale declansatorului de stres si
B) Curba de calibrare construitd considerand valoarea impedantei reale la o frecventa de 10 kHz

si concentratia de declansator de stres celular.

Figura 1 reprezintd celula electrochimica utilizatd pentru efectuarea mésurétorilor
electrochimice. Biosenzorul utilizat in aceste masuritori a fost construit utilizidnd un transductor

electrochimic de Au pe care s-a imobilizat enzima SOD prin intermediul agentilor de reticulare 1-

etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimidd si N-hidroxisuccinimidd. Ulterior, celulele au fost
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insamantate pe biosenzorul Au/SOD si lasate s creasca timp de 48 h sub forma de culturi aderente,
in conditii controlate. Masuratorile fluorimetrice au permis estimarea numarului si morfologia
celulelor crescute pe substratul Au/SOD, atétinainte, cat si posterior efectudrii masuratorilor
electrochimice care au implicat utilizarea declansatorului de stres. Dupa popularea biosenzorului
Au/SOD cu celule, acesta a fost montat pe fundul corpului celulei electrochimice reprezentata in
Figura 1, si celula inchisa etans. Méasurétorile s-au efectuat in mediu de cultura celulara cu un pH
de 7.5 si utilizand pe langi electrodul de lucru Au/SOD/celule, electrodul de referintd de Ag/AgCl
si electrodul auxiliar, o placuta de platina cu o arie geometrica superioara celei a electrodului de

lucru.

Figura 2A aratd un raspuns cronoamperometric tipic inregistrat cu biosenzorul
Au/SOD/celule, in prezenta a 5 concentratii de declansator de stres. In urma injectiei
declansatorului de stres, celulele elibereaza radical superoxid, proportional cu concentratia
declansatorului de stres, care poate fi monitorizat la Au/SOD pe baza mecanismului de detectie

urmdtor, la un potential de +0.3 V vs. Ag/AgCl:
Cu?*-SOD + 0~ — O, + Cu*-SOD (reactia 1-strat enzimatic)
Cu*-SOD — Cu?*-SOD + le (reactia 2-la electrod)

Astfel, la electrod se genereazd curenti de oxidare direct proportionali cu cantitatea de superoxid
eliberati de celule, si pe baza acestui raspuns se poate construi curba de calibrare aritata in Figura
2B, care coreleazi cresterea curentului anodic (35, 4j,) cu concentratia declansatorului de stres

(ecuatia dreptei y = intercept+panta*x).

Figura 3A aratd spectrele Nyquist de impedanta inregistrate la potentialul de circuit
deschis, in intervalul de frecventa inaltd spre medie, de la 65 la 1 kHz (10 puncte pe decada de
frecventd), cu o amplitudine de 5 mV. Primul spectru a fost inregistrat in absenta declansatorului
de stres celular, urméatoarele 5 fiind inregistrate posterior injectiei de declansator de stres celular,
care genereazd o concentratie proportionald de superoxid eliberatd de celule. Prezenta de superoxid
duce la o crestere continui si liniara a valorilor de impedanta reald la frecvente intre 25-1kHz.
Astfel, este posibild construirea curbei de calibrare din Figura 3B, care coreleaza in acest caz
specific valoarea impedantei reale de la frecventa de 10 kHz cu concentratia declansatorului de

stres celular (ecuatia dreptei y = intercept+panta*x).
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REVENDICARI

1.

Metodd cronoamperometrica la potential fix pentru cuantificarea in situ a superoxidului
generat de celule sub actiunea unui declansator de stres celular, caracterizatd prin aceea ca
utilizeaza un biosenzor electrochimic pe baza de superoxid dismutaza (SOD) si celule crescute
direct pe suprafata acestuia, in proximitate cu stratul enzimatic.

Metoda de spectroscopie de impedanta electrochimica de cuantificare in situ a superoxidului
generat de celule sub actiunea unui declansator de stres celular, caracterizatd prin aceea ci
utilizeaza un biosenzor electrochimic pe baza de superoxid dismutazi (SOD) si celule crescute

direct pe suprafata acestuia, in proximitate cu stratul enzimatic.
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Figura 1- A) Reprezentare schematica generala a celulei electrochimice utilizatd pentru

efectuarea masuratorilor electrochimice cu urméatoarele componente: 1-corpul celulei, 2-

electrodul de lucru (biosenzorul Au/SOD/celule), 3-electrodul de referinta si 4-electrodul
auxiliar; B) componentele biosenzorului Au/SOD/celule cu I-transductorul electrochimic, 2-strat

enzimatic SOD si 3-cultura celulara;
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Figura 2- Metoda cronoamperometrica de cuantificare a superoxidului produs de celule
A) Raspuns cronoamperometric la potential aplicat de +0.3 V vs. Ag/AgCl inregistrat la
biosenzorul Au/SOD/celule inainte si dupa S injectii consecutive ale declansatorului de stres
B) Curba de calibrare corespunzétoare construitd considerand valoarea variatiei de curent

aferenta fiecarei concentratii de declansator de stres si concentratia declansatorului de stres.
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Figura 3- Metoda de spectroscopie de impedant electrochimicé de cuantificare a superoxidului

produs de celule:

A) Spectre de impedantd Nyquist inregistrate la potentialul de circuit deschis la biosenzorul

Au/SOD/celule inainte si dupa S injectii consecutive ale declansatorului de stres

B) Curba de calibrare construita considerand valoarea impedantei reale la o frecventa de 10 kHz

si concentratia de declansator de stres celular.
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