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Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
biosenzor electrochimic modificat utilizat pentru depis-
tarea precoce a cancerului. Procedeul, conform inven-
tiei, constéd n etapele: preparare a nanostructurilor
hibride de ZnO (ZnNP) functionalizate cu PEG 200 in
matrice de chitosan, modificarea electrodului de lucru
cu suprafata de lucru carbon (C) a senzorului cu elec-
trozi serigrafiati model C110, cu 10 microl ZnO in
matrice de chitosan (CS), acoperire cu 20 microl solutie
de cistamina, respectiv, solutie glutaraldehida, imobili-
zarea pe suprafata electrodului de lucru modificat

ZNONP-CS a 10 microl anticorp anti-CA125 diluat Tn
solutie tampon fosfatin raport 1:1000, respectiv, recom-
binant uman CA125/ MUC16 diluat, rezultand un bio-
senzor modificat pe baza de ZnONP sferice-CS functio-
nalizat pentru detectia electrochimica rapida si in con-
centratii mici de biomarker prezente in stadii incipiente
ale cancerului.
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METODA DE DETECTIA RAPIDA A CANCERULUI

DESCRIEREA INVENTIEI

Inventia se referd la o metoda prin care electrodul de lucru al unui imunosenzor este
modificat fizico-chimic cu material nanostructurat hibrid functionalizat, obtinut prin
metodd chimicd din solutie, la temperaturd scizuti, cu rol in detectia electrochimica

rapida a anticorpului CA125 si recombinantului uman CA125/MUCT 106.

Problema tehnicid pe care o rezolva aceastd inventie este dezvoltares unei noi tehnologii de
mare necesitate pentru obfinerea unui imunosenzor, minim invaziv, pentru depistarea precoce
a cancerului, realizat pe baza conceptului imunoanalizelor in fazi solidd. In cadrul acestui
concept, antigenit si anticorpii sunt imobilizati pe un suport solid, respectiv electrozi
serigrafiati C110 (SPCE - Screen Printed Carbon Electrode), utilizdnd un nou material hibrid
pe baza de nanostructuri functionale de ZnO (ZnONS) in matrice de chitosan, cu rol de interfata

imuno-sensibiii.

Utilizarea acestor nanomateriale este de mare interes datoritd conductivitdtii lor ridicate,
raportului mare suprafad activd-volum, dar si proprietitilor plasmonice ale nanoparticulelor
metalice nobile. Materialele utilizate pot avea muitipie roluri, in principal acela de agent de
imobilizare/modificare a suprafetelor, ceca ce in cazul unei proiectiri adecvate conduce la
fabricarea unor dispozitive sensibile la stimuli externi, respectiv realizarea de biosenzori pentru
depistarea markerilor tumorali. Aceste dispozitive reprezintd o alternativd a diagnosticarii
actuale in stadii avansate de cancer, care utilizeazd metode imagistice, ineficiente in stadiui
incipient al bolilor tumorale. Printre mai multe tipuri de biosenzori, imunosenzorii
electrochimici pe bazd de nanomateriale (cu ,.etichete”) constituie cea mai promititoare
tehnologie datoritd selectivitatii si sensibilitdtii ridicate, simplitdtii i miniaturizarii inerente,

rezultand costuri reduse si timp analizd mult redus.

Cercetirile din domeniul medical privind echipamentele dar si precizia acestora s-au extins mai
ales i ultimul deceniu. S-a demonstrat ¢ cercetatorii si medicii au nevoie de mijloace sigure
si mai ieftine pentru a-si efectua testele, de a asigura siguranta rezuitatelor si de a oferi
pacientilor alternative pentru diagnosticare. O astfel de solutie poate fi realizatid cu usurinti

utilizdnd biosenzori[1].
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Odatd cu cercetdrile din domeniul biosenzorilor s-a extins rapid aria de aplicatii pentru a
acoperi o zona foarte variati de diagnostice. Scopul fundamental a fost imbunatitirea
sensibilitatii si metodele de cuantificare bazate pe biomarkeri si, prin urmare, pentru a obtine
mai multe platforme de biosensibilitate stabile, fiabile si sensibile. Acest lucru a fost realizat
prin cercetdri orientate citre imbunatitirea fabricarii senzorilor si a calitatii productiei si
dezvoltarea de tehnologii avansate. Astfel, nanotehnologiile au permis cresterea afinitatii dintre
particulele de la suprafatd si biomarkerii {intd, prin folosirea de nanomateriale precum cele

magnetice, particule de aur sau puncte cuantice [2].
Prezentarea conceptului si stadiul existent al cercetirii.

in dezvoltarea biosenzorilor pentru diagnosticarea $i monitorizarea cancerului, fenomenele de
interfatd sunt fundamentale pentru succesul in cercetare. Provocarea este asigurarea ca
moleculele biologice imobilizate rimén functionale in timp. In imuno-testare, ca tehnicd/mijloc
de detectie si masurare biochimica, existd o interactiune specifica de recunoastere si legare
intre anticorp si o anumiti tinti, denumiti antigen [3-7]. In imunoanaliza electrochimica,
anticorpul specific este imobilizat la suprafata unui electrod si interactiunea specifica dintre
anticorpi si antigen modificd proprietitile electrice de pe suprafata biosenzorului [4]. Prin
urmare, rata de transfer a electronilor la interfata cu electrodul si conductivitatea suprafetei
biosenzorului se modifica prin variatii in concentratia de antigen, care au ca rezultat un raspuns

electrochimic diferit.

in urma studiilor s-a demonstrat ci performantele imunosenzorilor pot fi imbunititite prin
modificarea fizico - chimica a interfetelor biomoleculd — traductor, respectiv, imbundtatirea
transferului de electroni. in acest sens au fost folosite componente artificiale (filme polimerice,
nanoparticule), de naturd biologica (enzime) sau combinatii ale acestora [8]. Nanomaterialele
oferi o gami largd de posibile modificdri astfel incat s fie aplicabile in dezvoltarea
imunosenzorilor. Numeroase lucriri descriu beneficiile nanomaterialelor aplicate ca purtatori
de anticorpi multi-enzimatici, inclusiv nanoparticule de siliciu sau polimer, particule

magnetice, nanotuburi de carbon sau dendrimeri.

Analiza literaturii de specialitate, demonstreaza faptul ca, la ora actuala existd produse relativ
similare cu electrod de lucru modificat, deosebirea constind in modul de obtinere a
nanomaterialelor hibride functionalizate, compozitia, morfologia si mirimea acestora, care

servesc transferului de electroni.

e



RO 138141 A2

Modificarea biosenzorilor cu oxid de zinc (ZnO) a devenit subiectul predominant in domenii
de cercetare a filmelor subtiri, datorita caracteristicilor distinctive ale ZnO, cum ar fi: transport
electric bun, un spatiu larg de banda si un nivel ridicat al energiei de legare a excitonului de
3,37 eV si respectiv 60 meV, care asigura un potential ridicat pentru aplicatii de
biosensibilizare. Mai mult decat atat, ZnO a fost recunoscut ca un candidat bun pentru
aplicatiile de biosenzori datorita punctului sdu izoelectric ridicat (IEP, 8.7-10.3), rentabilitate,
nontoxicitate si stabilitate chimica. Valoarea ridicata a [EP, permitdnd o mai buna absorbtie a
enzimelor, ADN-ului si proteinelor prin interactiuni electrostatice, permite utilizarea la scara
largd pentru detectarea diferitelor specii, cum ar fi glucoza, colesterolul, acidul uric,

Leptospira, acid ascorbic si cancer [9].

Cererea de brevet de inventie, RO 134570 A0, se referd la o metoda de detectie utilizind un
imunosenzor electrochimic si un sistem multistrat format din proteazom circulator si enzima,

in vederea identificarii unor afectiuni de naturd canceroasa[10].

Cererea de brevet de inventie, RO 130085 A2, prezintid un procedeu de preparare a unui
compozit pe baza de grafene si nanoparticule bimetalice de AuAg, utilizat pentru modificarea
unui electrod - detector metalic, obtinut prin metoda RF-cCVD (Radio-Frecvency — catatlytic
Chemical Vapor Depozition) folosind gazul metan ca sursd de carbon, in vederea utilizarii

acestuia la detectia carbamazepinei [11].

in alt studiu, au fost utilizati anticorpi specifici pentru unele bacterii imobilizate pe suprafata
traductorului unui electrod serigrafiat comercial modificat cu rodamina 6G ca o componentd
de recunoastere biologica, cu toate acestea, poate fi utilizatd in diagnosticul altor boli si/sau
recunoasterea biomoleculelor care contin proteine sau fragmentele lor biologice sau sintetice,

antigeni, anticorpi, peptide, enzime ADN, ARN si aptameri [12].

Un imunosenzor potentiometric simplu, rapid si foarte sensibil pentru detectarea selectiva a d-
dimerului a fost dezvoltat folosind nanotuburi ZnO decorate cu nanoparticule de argint. D-
dimerul este un biomarker si se giseste la niveluri ridicate in corpul uman atunci cand suferd
de tulburiri de tromboza venoasd profundid (TVP). Nanotuburi de ZnO au fost obtinute prin
sinteza chimica a nanorodurilor folosind o metoda hidrotermald. Nanoparticulele de argint au
fost depuse pe nanotuburi de ZnO folosind o tehnica de electrodepunere. Nanorodurile de ZnO
obtinute sunt perpendiculare pe substrat cu distributie uniforma §i complet acoperite cu
nanoparticule de argint. Anticorpul anti-D-dimer de soarece a fost imobilizat pe nanotuburi

ZnO decorate cu nanoparticule de argint pentru detectarea selectivi a D-dimerului.



RO 138141 A2

Performanta observatd a imunosenzorului dezvoltat demonstreaza capacitatea ridicatad de

utilizare pentru detectarea selectiva a D-dimerului din probe clinice si reale [13].

O alta cercetare prezintd o matricea bazatd pe nanohibrizi ZnO NRs-Au NPs care a fost
sintetizata printr-o metoda hidrotermala si pulverizare si a fost utilizata pentru detectarea CA-
125, un marker de cancer ovarian. ZnO NRs-Au NPs matricea de nanohibrizi ofera o platforma
favorabila pentru incircarea eficientd a anticorpului anti-CA-125 prin legarea cu cistamind
(Cyst) si glutaraldehida (Glut). Imunosenzorul prezintd o limita de detectie relativ scazuta de
2,5 ng/uL, stabilitate si reproductibilitate bune. Sensibilitatea ridicatd evidentiaza importanta
matricei nanohibride ZnO NRs-Au NPs carc ofcrd o suprafatd adecvata pentru anticorpul
imobilizat anti-CA125, pastrandu-si situs-urile active. Astfel, imunosenzorul fabricat poate

avea o perspectiva de aplicare promititoare in diagnosticul clinic [14].
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Solutia tehnica propusa

In aceastd cerere de brevet, autorii propun modificarea senzorului (C110) prin introducere unui
sistem hibrid de detectare a celulelor canceroase. Modificarea constd in activarea specifica a
suprafetei electrodului de grafit din sistemul initial si modificarea suprafetei acestuia cu

nanostructuri de tip ZnONP in matrice de chitosan.

Principaiele etape de obtinere a nanomaterialului hibrid si ale metodei de modificare a

.....

a cancerului, sunt:

i Metoda de preparare a nanostructurilor hibride functionalizate de ZnONP in

matrice de chitosan
1.1 Sinteza nanoparticulelor de ZnO.

* intr-un balon cu fund rotund se adaugd 10ml de metanol care se incélzeste la 50°C
sub agware magnetici, dupi care se adaugi 0,5ml surfactant (3-
Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane - GPTMS). Dupa 10 min se adauga 2,5 grame
de acetat de zinc dihidrat, Zn{CH3CO:);-2H:C (sol 1).

» Separat, intr-un balon se dizolva féra incalzire (la RT) 1,25 grame de hidroxid de

litiu, LiOH in 5 ml de metanol (sol 2).
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s Dupa dizolvarea acetatului de zing, se adaugd in picaturd hidroxidul de litiu (sol 2),
peste (sol 1). Dupa primele picaturi amestecul devine transparent, iar dupa
addugarea a jumdtate de cantitate de solutie de hidroxid de litiu, amestecul devine
coloidal-albicios rezultat al precipitarii nanoparticulelor de ZnQO. Se lasd 3 ore sub
agitare magnetica viguroasa, cu refluxare.

s Amestecul coloidal obtinut se centrifugheaza cu 10.000 rot/min si se spald de 4 ori
cu metanol si apa deionizata.

s Precipitatul alb este uscat in etuvd la 125 °C, timp de 16 ore.

1.2 Prepararea materialului hibrid pe bazd de nanoparticule de ZnO (ZnONP) in matrice

de chitosan

Materialul compozit hibrid a fost realizat in doud etape: in primul etapa, s-a preparat solutia
de chitosan (0,25 g) in 25 ml acid acetic (1%) sub agitare magneticd timp de 24 de ore si
apoi cte 40 mg de nanoparticule hibride de ZnO functionalizate cu PEG 200 (100 pl) se

adaugd la solutia de chitosan (sub agitare magnetica viguroasa timp de 5 ore).
ii. Masuriiori electrochimice

Toate masuratorile electrochimice (voltametrie ciclicd) la viteze de scanare diferite au fost
realizate utilizdnd un potentiostat (home-made) pe baza de Arduino (placa electronica open-
source, cu un mcdiu de dezvoltare integrat simplu pentru programarea microcontrolerulut)
controlat de un computer cu software Arduino Integrated Development Environment (IDE) vi,

care opereaza in Windows.

Celula electrochimicd este formatd din doud placi dreptunghiulare din polimer
polimetiimetacriiat (PMMA) neconductor, de dimensiunea unei lame de microscop, prinse
impreuna cu suruburi. in placa superioara este practicat un orificiu rotund centrat. Pentru a

prevent scurgerea solutiel a fost introdus un inel O cu acelasi diametru al celulei intre placi.

Pentru masurdtorile de voltametrie ciclicd in celula electrochunica s-au folosit elecirozi
serigrafiati de tip Screen-printed carbon electrode (SPCE) C110 (Metrohm DropSens) cu
substrat ceramic (.33 x W10 x HO.5 mm). Electrodul de lucru este din carbon (4mm diametru),
electrodul auxiliar (contraelectrod) tot din carbon si electrodul de referintd din Ag/AgCl. Pentru
a realiza conectarea conductorior de legaturd cu potentiostatui si electrozii serigrafiati s-a
folosit un adaptor comercial. Toate potentialele indicate in acest studiu sunt raportate la

electrodul de referintd Ag/AgCl. Dupa protocolul de curitare si de pregatire, pentru

.,./%[f7
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modificarea electrodului de lucru s-a folosit cate o picatura (10ul) de material compozit hibrid

pe baza de ZnO, (figura I, a si b) in matrice de chitosan (figura 1,c).

Diferite tipuri de potentiostate sunt prezentate in literatura de specialitate, dar sistemul nostru
de potentiostat poate obtine forme de undi cu o amplitudine de -0,6 V pana la 1,5 V si viteze

de scanare cuprinse intre 0,02 si 0,7 V/s.
Etapele modificarii imunosenzorului

Imunosenzorul electrochimic prezentat aici a fost dezvoltat prin modificarea unui senzor cu
electrozi serigrafiati, model C 110, avand ca suprafata de lucru carbonul (C) pentru electrodul
de lucru si electrodul auxiliar (contra-electrod) si argint (Ag/AgCl) ca electrod de referinta,

fiecare fiind configurate pentru a fi izolate electric de celelalte.

Electrodul de lucru modificat cu material hibrid pe bazi de nanoparticule de ZnO, in matrice
de chitosan, a fost acoperit cu 20 puL solutie de cistamind 20mM, 20 pL solutie glutaraldehida
2,5%, spalata cu apa deionizati si uscatd in aer. Apoi, 10 uL de solutie cu anticorp anti-CA-
125 diluat in PBS (Phosphate buffered saline) raportul 1:1000 a fost imobilizata pe suprafata
electrodului de lucru modificat. Apoi, electrodul functionalizat a fost spélat cu apa deionizata
pentru a indeparta anti-CA-125 adsorbit fizic si a fost pastrat la 4°C pentru 16 ore. in cele din
urma3, 10 uL de recombinant uman CA 125/ MUCI16 din solutia diluati in PBS raportul 1:1000,
a fost addugat la bioelectrod. Senzorul obtinut a fost pastrat la frigider (4 °C) pentru a-si pastra
caracteristicile. Schema detaliatd pentru obfinerea biosenzorului modificat pe baza nanohibrid

de ZnONP, este prezentati in figura 2 si figura 3.

A fost analizat comportamentul electrochimic al sistemului redox tipic al 10 mM ferocianura
de potasiu/solutie tampon 0,1 M (K4[Fe(CN)]s/PBS) prin comparatie cu cel al electrozilor de
lucru modificati cu solutiile de materiale nanostructurate hibride functionalizate (ZnONP-CS)
la viteze de scanare diferite de la 0,02 V/s la 0,7 V/s prin voltametrie ciclicd (figura 4).
Voltametria ciclicd a fost efectuatad pe un potentiostat home-made (HMP). Masuritorile facute
cu senzorul care are electrod de lucru de carbon modificat, prezintd forme de unda diferite la
tensiunii aplicate, in functie de viteza de scanare si tipul electrozilor modificati (figura 5 si

figura 6).

R
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Principalele elemente de noutate si avantajele utilizarii imunosenzorului modificat

8¢

1. Metoda de obtinere a noului nanomaterial hibrid functionalizat (ZnONP,) este o metoda

chimica simpld pe cale umed3, la temperaturi scdzute. La sintezd se folosesc

concentratii mari de precursori in cantitati mici de solvent, ceea ce duce la obtinerea de

cantitd{i mari de nanoparticule sub forma de pulbere, cu dimensiune medie de particula

de 10 nm si structurd formati din cristalite cu dimensiuni de 91A. Morfologia

nanoparticulelor obtinute este diferitd fatd de cea a materialelor nanostructurate,

descrise in literatura de specialitate, prin aceea ca majoritatea lucririlor de cercetare

prezintd nanoroduri de ZnO decorate cu nanoparticule de Au si Ag in timp ce in

prezenta cerere de brevet sunt descrise materiale hibride functionalizate pe bazid de

nanoparticule sferice de ZnO.

2. Nanomaterialul hibrid functionalizat (ZnONP-CS) mareste sensibilitatea electrodului

de lucru. Chitosanul este utilizat ca matrice polimericd pentru sistemele de

nanoparticule obtinute.

3. Imunosenzorul modificat este un dispozitiv de detectie rapida, ieftind §i simpla a unor

concentratii mici de biomarker prezente in stadii incipiente ale cancerului.
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Revendicari

1.

Se refera la metoda de obtinere a unui nou nanomaterial hibrid functionalizat (ZnONP-
CS) cu rol de bioreceptor, caracterizat prin aceea ci se realizeaza printr-o metoda
chimica simpla pe cale umeda, la temperaturi scizute. La sinteza, concentrafii mari de
precursori se dizolva in cantitati mici de solvent, ceea ce duce la obtinerea de cantitati
mari de pulberi cu dimensiuni de cristalit foarte mici, fapt care le confera proprietati
fizico-chimice deosebite pentru fabricarea biosenzorilor sensibili la stimuli externi,
pentru depistarea markerilor tumorali.

Procedeul prin care se realizeaza bioreceptori pe electrozii de lucru, pentru detectia
electrochimica a anticorpului CA125 si recombinant uman CA125/MUC 16 din probe
de solutie diluata in PBS. Acesti bioreceptori, caracterizati prin aceea ca, se realizeaza
astfel: dupd curatarea si uscarea electrodului de lucru (electrodul de carbon), cite o
picatura de material compozit hibrid pe baza de nanoparticule sferice de ZnO in matrice
de chitosan a fost depusa pe suprafata celor 3 electrozilor de lucru pregititi in prealabil.
Ulterior, electrozii de lucru modificati au fost functionalizati cu solutie de cistamina gi
solutie glutaraldehida, pentru imobilizarea anticorpului CA-125 §i recombinantului

uman CA125/MUCIS6.
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Figura 2. Schema de modificare a electrodului de lucru al imunosenzorului utilizat pentru

detectarea cancerului
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Figura 3. Modulul de electrozi utilizat pentru analiza electrochimica.
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Figura 4. Sistem de masuratori de voltametrie ciclica utilizand imunosenzor modificat pentru
detectarea cancerului: a) celula electrochimica, b) potentiostat (home-made) si ¢) grafic tensiune —

curent
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Figura 5. Voltagrame ciclice pentru SPC nemodificat in PBS/ 10mM K4[Fe(CN)]s 1a 0,06 51 0,1V/s

cu dependenta liniara de curent anodic si rddacina patrata a lui Sr.
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Figure 6. Voltagrame ciclice pentru SPC modificat cu ZnO/Cs in PBS/ 10mM K4[Fe(CN)]s
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