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REZUMAT

Teza de abilitare ,Abordari inovatoare pentru noi metodologii de diagnostic
si terapie” este structuratd in trei parti. In prima parte am prezentat rezultatele
activitatilor de cercetare desfasurate ulterior obtinerii titlului de Doctor in Fizica cu
distinctia Summa cum laude in anul 2007. In a doua parte am prezentat planurile de
cercetari viitoare, dupa sustinerea tezei de abilitare, iar in partea a treia sunt prezentate
referintele bibliografice folosite in prima parte a tezei.

Prima parte este impartitd in 3 sectiuni. Astfel, in prima sectiune a tezei (1.1) am
descris principalele realizari profesionale si academice, detaliind parcursul meu in cadrul
Universitatii Transilvania din Brasov din 1998, ca asistent universitar pentru disciplinele
de biofizica si fizica generala, si pdna in prezent cand sunt conferentiar universitar
titular al cursurilor de biofizica si fizicid generala. In perioada 2007-2008 (1 an) am
activat si ca cercetator asociat |la Universitatea din Wisconsin-Milwaukee, Laboratorul
de Biofizica, WI, SUA, in cadrul unui stagiu post-doctoral unde am facut cercetari
stiintifice pentru corelarea proprietatilor biofizice ale creierului de sobolan si starea de
constientd cand acesta se afla sub actiunea diferitelor substante anestezice.

in sectiunea a doua (1.2) am detaliat principalele realizari stiintifice axate pe
doua domenii principale, interconectate, cu un puternic caracter inter- si transdisciplinar,
obtinute dupa sustinerea doctoratului in fizica, care au condus si la obtinerea titlului de
Doctor in Medicina cu distinctia Summa cum laude n anul 2020: 1. Studiul
interactiunilor si a reactiilor (bio)moleculare 2. Dezvoltarea platformelor senzoriale pentru
detectia biomoleculelor.

Am publicat 54 de articole stiintifice in reviste de specialitate incluse in Web of
Science’s (WoS) (ISl), cu peste 100 de participari la conferinte internationale si nationale
(din care 10 au fost invitate, keynote sau plenare), 30 carti/capitole de cérti din care 10
ca autor in edituri internationale si 9 in edituri nationale, 11 ca editor in edituri nationale.

In perioada 2007-2023, am publicat 45 lucrari indexate in Web of Science’s
(WoS) (ISl), din care 33 in calitate de autor principal (prim autor si autor de
autocitari (27.07.2023), factor cumulat de impact autor principal FCIAP de 58.875.
Rezultatele activitatilor de cercetare s-au concretizat si in depunerea a doua cereri de
brevet.

Publicatiile au fost obtinute, atat ca rezultat al unor teme de cercetare proprii, cat
si in cadrul proiectelor de cercetare obtinute prin competitie ca director, dar si ca
membru al echipelor de cercetare in alte proiecte nationale si internationale.

Sunt membru n colectivul editorial al revistelor WoS, recenzor (peer reviewer)
pentru reviste WoS (verificabile pe Publons, cu factor de impact in WoS intre 2.0 si
7.392) si recenzor pentru competitii de proiecte nationale si internationale.
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Activitatea mea didactica si de cercetare a fost completatad de coordonare si
organizare evenimente stiintifice:

1. Conferinta Internationala ,Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical
and Environmental Sciences - IC-ANMBES” (co-presedinte si presedinte al
comitetului de organizare a 6 editii in perioada 2010 - 2022) (icanmbes.unitbv.ro) si

2. Scoala de vara ,8th International Student Summer School “Nuclear Physics —
Science and Applications” (NUCPHYS-SC&APPL), 2017, Brasov, Romania
(responsabil pentru Romania si Presedinte al Comitetului de Organizare).

In prezent sunt membru al asociatiilor profesionale: Romanian Society of Pure
and Applied Biophysics (vice-presedinte), European Biophysical Societies Association,
Biophysical Society, Bioelectrochemical Society, Romanian Society of Physics.

in sectiunea a treia (1.3) am prezentat, in contextul stiintific actual, rezultatele
cercetarilor mele realizate in cadrul laboratorului de biofizica pentru studiul
interactiunilor biomoleculare si dezvoltarea unor noi metodologii de diagnostic si
terapie in medicina. In continuare voi prezenta succint temele abordate in aceasta
sectiune.

Am plecat de la studiile publicate la nivel national si international legate de
detectareatimpurie a patologilor importante si monitorizarea terapiilor. Noi modalitati
de detectie au fost luate considerare, ca metode de diagnostic molecular in vitro, cu
ajutorul carora sa se obtina intr-un mod facil, dar cat mai sensibil si precis detectia si
monitorizarea biomoleculelor (biomarkeri sau medicamente). Monitorizarea facila
sau auto-monitorizarea oricarui medicament administrat reprezinta un instrument
valoros pentru diagnosticarea timpurie, dar poate furniza si informatii in timp real
pentru ajustarea terapiei, a alimentatiei si a activitatii fizice in scopul atingerii unei
biodisponibilitati cat mai mari.

In subsectiunea (1) am prezentat evaluarea interactiunilor si reactiilor
(bio)moleculare care au permis, atat optimizarea modificarii suprafetelor si a
parametrilor de detectie pentru dezvoltarea ulterioara a noi platforme senzoriale (pentru
detectia moleculara specifica), cat si studierea  mecanismului de legare a
medicamentelor de transportori (ex. albuminele serice) si a stabilitatii complexului
albumina-medicament pentru abordari terapeutice inovatoare. Suprafete senzoriale
diferite au fost modificate cu filme subtiri de polimeri, enzime si nanoparticule de aur
care mimeaza activitatea enzimelor biologice (nanozime de aur).

In cazul dezvoltarii sistemelor de transport si livrare a medicamentelor bazate
pe albumine serice, studierea mecanismului de interactiune a acestora cu fiecare
medicament este foarte importanta. Modul de realizare a imobilizarii moleculelor
proteice (hidrodinamic vs. static) a influentat, atdt conformatia proteinei, cat si
expunerea siturilor de legare catre medicament, spre deosebire de cazul cand
moleculele se afla libere in solutie. Alti compusi aflati in circulatie pot, de asemenea, au
influentat stabilitatea complexului proteina transportatoare - medicament. O
interactiune puternica este benefica pentru transportul complexului in circulatia
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sistemica, dar scade concentratia medicamentului liber (forma activa a
medicamentului in celulad), de aceea aceste studii trebuie corelate cu cele de eliberare si
livrare controlata a medicamentelor in mod fintit.

in subsectiunea (2) am prezentat dezvoltarea si optimizarea procedeelor de
detectie cu ajutorul platformelor senzoriale cu suprafete modificate optimizate in
subsectiunea (1) si validarea platformelor senzoriale pentru detectia substantelor.
Senzori de aur modificati cu filme polimerice subtiri si enzima au fost folositi pentru
detectia si cuantificarea dopaminei (DA) in vitro. Biosenzori electrochimici cu
suprafata modificata cu structuri enzimatice au fost optimizati si folositi pentru detectia
glucozei in vitro. Senzorii electrochimici cu nanoparticule de aur (AuNP) au evidentiat
rolul de catalizator al AUNP pentru specia reactiva H20z2, prin mimarea activitatii enzimei
peroxidaza, avand astfel rol de enzima artificiala (nanozima de aur). Astfel, acesti
nanosenzori au oferit o alternativa mai rapida si mai simpla pentru dozarea H202, fata
de metodele clasice, dar si evaluarea capacitatii antioxidante totale a unor probe
biologice (exemplificate prin extracte de plante obtinute de noi). Validarea platformelor
senzoriale a fost realizata in vitro pe probe reale (solutii de medicament). Din
cercetarile efectuate reiese ca dezvoltarea platformelor de detectie cu nanomateriale
a biomarkerilor si/sau medicamentelor deschide posibilitatea dezvoltarii unor
dispozitive noi si inovatoare, care sa permita detectia si monitorizarea terapiei la
punctul de ingrijire (POC).

In partea a doua a tezei, am expus planurile de evolutie si dezvoltare a carierei
profesionale si stiintifice. Planul de dezvoltare al carierei mele universitare vizeaza
impletirea cu succes a activitatilor didactice si de cercetare stiintifica
interdisciplinara in domeniul cercetarilor biomedicale si translatarea rezultatelor
cercetérii in medicina. Imi propun sa realizez cat mai multe din obiectivele didactice Si
stiintifice ce imi revin atat din rolul de cadru didactic, cat si de cercetator, si sa promovez
mentinerea si cresterea standardelor de excelentd academica si profesionala, dar si
colaborarea cu colegii si studentii.

Pentru viitor Tmi propun continuarea activitatii stiintifice desfasurata pana acum,
dar si deschiderea unor noi directii de cercetare. Scopul principal al cercetarilor
viitoare se incadreaza in domeniul cercetarilor stiintelor nano- si biomedicale, care
implicad imbinarea cunostintelor de biofizica, bionanotehnologie, nanomedicina si
medicina preclinica, luand in considerare starea actuala pe plan national si international
a cercetarilor si obiectivele realizabile in viitorul apropiat si lung. Pe masura ce
interactiunile biologice apar la scara nanometrica, nanotehnologia deschide
numeroase oportunitati. Nanomedicina este aplicatia medicala a nanotehnologiei.
Aceasta variaza de la aplicatii medicale ale nanomaterialelor si dispozitivelor
biologice pana la posibile aplicatii viitoare ale nanotehnologiei moleculare, cum ar fi
maginile moleculare = nanomasini (motoare moleculare, comutatoare si porti logice).

Planul de cercetare propus va fi impartit in trei directii principale, interdisciplinare,
tinand cont de experienta si expertiza anterioare, dar si proiectele aflate in derulare:

A. Dezvoltarea sistemelor de biodetectie non-invaziva;
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B. Dezvoltarea sistemelor de administrare tintita a factorilor terapeutici (nanoterapii) si
C. Evidentierea interactiunilor care implica proteine si nanoparticule.

In partea treia a tezei sunt prezentate referintele bibliografice folosite in prima parte.
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ABSTRACT

The thesis of habilitation "Innovative approaches for new diagnostic and
therapy methodologies” is structured in three parts. In the first part | presented the
results of the research activities carried out after obtaining the title of Doctor in Physics
with the Summa cum laude distinction in 2007. In the second part | presented the future
research plans, after defending the thesis, and in the third part are presented the
bibliographic references used in the first part of the thesis.

The first part is divided into 3 sections. Thus, in the first section of thesis (I.1) |
described the main professional and academic achievements, detailing my course within
the Transylvania University of Brasov in 1998, as a university assistant for the
disciplines of general biophysics and physics, and until now when | am an associate
professor of general biophysics and physics courses. Between 2007-2008 (1 year) | also
worked as an associated researcher at the University of Wisconsin-Milwaukee, the
biophysical laboratory, Wi, USA, in a post-doctoral internship where we did scientific
research to correlate the biophysical properties of the rat brain and the state of
consciousness when it was under the action of different anaesthetic substances.

In the second section (1.2) | detailed the main scientific achievements focused
on two main fields, interconnected, with a strong inter- and transdisciplinary character,
obtained after the PhD in Physics, which also led to the title of doctor in medicine with
the Summa cum laude distinction in 2020: 1.Study of interactions and (bio) molecular
reactions 2.Development of sensory platforms for detection of biomolecules.

| have published 54 publications published in journals included in the Web of
Science's (WOS) (ISI), with over 100 participations in international and national
conferences (of which 10 were invited, Keynote or plenary), 30 books/chapters of
books, of which 10 as an author in international publishers and 9 in national publishers,
11 as an editor in national publishers.

Between 2007-2023, | published 45 publications indexed on the Web of Science's
(WQOS) (ISI), of which 33 as the main author (first author and correspondence author)
and 1 doctoral thesis. Index h = 16 (Wo0S), and the articles received 835 cities without
self- citations (27.07.2023), cumulative factor of the main author FCIAP of 58,875. The
results of the research activities also materialized in the submission of two patent
applications.

The publications were obtained, both as a result of my own research topics, as
well as within the research projects obtained through competition as a director, but
also as a member of the research teams in other national and international projects.

| am a member of the Editorial of WoS Journals, Reviewer (Peer Reviewer)
for WoS Journals (verified on Publons, with WOS Impact Factor between 2.0 and 7,392)
and reviewer for competitions of national and international projects.
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My didactic and research activity has been completed by coordination and
organization of scientific events:

1. International Conference "Analytical and Nanoanalytical Methods for
Biomedical and Environmental Sciences - IC-ANMBES" (co-president and chairman of
the Committee for organizing 6 editions during 2010 - 2022) (icanmbes.unitbv.ro).

2. Summer School "8th International Student Summer School" Nuclear Physics-
Science and Applications "(NUCPHYS-SC & APPL), 2017, Brasov, Romania
(responsible for Romania and chairman of the Organization Committee).

| am currently | am a member of the professional associations: Romanian
Society of Pure and Applied Biophysics (Vice-President), European Biophytes Societies
Association, Biophysical Society, Bioelectrochemical Society, Romanian Society of
Physics.

In the third section (1.3) | presented, in the current scientific context, the results
of my research within the biophysical laboratory for the study of biomolecular
interactions and the development of new diagnostic and therapy methodologies.
Below | will briefly present the topics addressed in this section.

| started from studies published at national and international level related to
the early detection of important pathologies and the monitoring of therapies. New
methods of detection are taken to be considered, as in vitro molecular diagnosis,
with which to obtain it in an easy, but more sensitive and precise way, identifying,
guantifying, and monitoring biomolecules (biomarkers or drugs). Easy monitoring
or self-monitoring of any administered drug is a valuable tool for both early
diagnoses, but it can also provide real-time information to adjust the therapy, nutrition,
and physical activity to achieve the highest bioavailability.

In subsection (1) | presented an assessment of interactions and (bio) molecular
reactions that allowed the optimization of both the modification of the surfaces and
the detection parameters for the subsequent development of new sensory platforms (for
specific molecular detection), as well as studying the mechanism of binding of drugs
to carriers (serum albumin) and the stability of the albumin-drug complex for
innovative therapeutic approaches. Different sensory surfaces have been modified
with thin layers of polymers, enzymes and gold nanoparticles that mimic the activity
of biological enzymes (gold nanozyme).

In the case of developing the systems of transport and delivery of drugs based
on serum albumin, studying their interaction mechanism with each drug is very
important. The way of achieving the immobilization of protein molecules
(hydrodynamic vs. static) influenced both the conformation of the protein and the
exposure of the binding sites to the drug, unlike the molecules are free in the solution.
Other compounds in circulation can also influence the stability of the transporting
protein — drug complex. A strong interaction is beneficial for the transport of the
complex in the systemic circulation, but the concentration of the free drug (the active
form of the drug in the cell) decreases, therefore these studies should be correlated with
studies of controlled release and delivery of drugs in a targeted manner.

In subsection (2) | presented the development and optimization of sensing
methods using the surface-modified sensor platforms optimized in subsection (1) and
the validation of sensor platforms for substance detection. Gold sensors surface
modified with thin polymeric films and enzyme, were used for the detection and
guantification of dopamine (DA) in vitro. Surface-modified electrochemical
biosensors with enzyme structures have been optimized and used for in vitro glucose
detection. Electrochemical sensors with gold nanoparticles (AuNPs) highlighted the
catalytic role of AuNPs for the reactive species H202, by mimicking the activity of the
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peroxidase enzyme, thus acting as an artificial enzyme, named gold nanozyme.
Thus, these nanosensors offered a faster and simpler alternative for H202 dosing,
compared to classical methods, but also the evaluation of the total antioxidant
capacity of some biological samples (exemplified by plant extracts obtained by us).
Validation of sensory platforms was done in vitro on real samples (drug solutions).
The research shows that the development of electrochemical sensors and biosensors
with nanomaterials as detection and quantification platforms for biomarkers and/or
drugs can open the possibility of developing new and innovative devices that allow the
detection and monitoring of therapy at the point of care (POC).

In the second part of the thesis, | presented the plans for the evolution and
development of the professional and scientific career. The development plan of my
university career aims at the successful interweaving of didactic activities and
interdisciplinary scientific research in the field of biomedical research and the
translation of research results into medicine. | propose to achieve as many of the
didactic and scientific objectives that fall to me both from the role of teacher and
researcher, and to promote the maintenance and increase of standards of academic
and professional excellence, as well as collaboration with colleagues and students.

For the future, | propose the continuation of the scientific activity carried out so
far, but also the opening of new research directions. The main goal of future research
is in the field of nano- and biomedical science research, which involves combining
the knowledge of biophysics, bionanotechnology, nanomedicine and preclinical
medicine, considering the current national and international state of research and the
achievable goals in the near and long future. As biological interactions occur at the
nanoscale, nanotechnology opens numerous opportunities. Nanomedicine is the
medical application of nanotechnology. This ranges from medical applications of
nanomaterials and biological devices to possible future applications of molecular
nanotechnology such as molecular machines = nanomachines (molecular motors,
switches, and logic gates).

The proposed research plan will be divided into three main, interdisciplinary
directions, considering previous experience and expertise, but also ongoing projects:

A. Development of non-invasive biodetection systems.

B. Development of systems for targeted administration of therapeutic factors

(nanotherapeutics) and
C. Highlighting of interactions involving proteins and nanopatrticles.

In the third part of the thesis, the bibliographic references used in the first part are
presented.

10
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PARTEA |. PRINCIPALELE REALIZARI PROFESIONALE,
ACADEMICE S| STIINTIFICE

|.1 PRINCIPALELE REALIZARI PROFESIONALE $1 ACADEMICE

Istoric

Teza de abilitare ,Abordari inovatoare pentru noi metodologii de diagnostic si
terapie” prezinta sintetic rezultatele activitatilor de cercetare desfasurate ulterior obtinerii
titlului de Doctor in Fizica cu distinctia Summa cum laude in anul 2007.

Activitatea mea academica a inceput in 1998 ca asistent universitar in cadrul
Catedrei de Fizica a Universitétii Transilvania din Brasov. In perioada 2000-2002 am
urmat Studii Postuniversitare de Specializare in domeniul Monitorizarea Calitétii
Mediului.

In perioada 2000 — 2007 am fost doctorand faréa frecventd in domeniul fizica,
Specialitatea biofizica, sub indrumarea Prof. Univ. Dr. Victor Gheorghe in cadrul
Facultatii de Fizica, Universitatea din Bucuresti. Sustinerea tezei a fost in 30 martie 2007,
confirmata prin ordinul 1418/29.06.2007. Teza de doctorat in fizica a vizat dezvoltarea
unor metode de detectie a substantelor biologic active folosind senzorii cu fibra
opticad si electrochimici cu aplicatii in industria alimentelor (pentru monitorizarea si
controlul calitatii alimentelor si a bauturilor). Principalele competente stiintifice
dobandite in perioada doctoratului in fizica au fost obtinerea unor membrane polimerice
si enzimatice, optimizarea si caracterizarea lor pentru dezvoltarea senzorilor cu fibra
optica si electrochimici, precum si aprofundarea teoretica si practica a metodelor
spectroscopice, de fluorescenta si electrochimice.

In perioada doctoratului am beneficiat de burse de studiu cu ajutorul carora am
avut posibilitatea colaborarii cu echipe de cercetare de prestigiu din Germania si
Portugalia pentru realizarea partii experimentale a tezei.

Astfel, Tn anul 2002 am obtinut o bursé de doctorat pe termen scurt (3 luni) din
partea Serviciul German de Schimb Academic (DAAD) la ,Institut fir Chemo- und
Biosensorik”, Mlnster, Germania, unde am facut cercetari pentru dezvoltarea senzorilor
cu fibra optica pentru detectarea viabilitatii celulare.

In perioada 2002-2003 (10 luni) am beneficiat de burse de doctorat in cadrul
programului Erasmus si a altor proiecte finantate de Uniunea Europeané la ,Universitatea
din Coimbra”, Coimbra, Portugalia pentru caracterizarea electrochimica si dezvoltarea
biosenzorilor pentru glucoza in vin sub indrumarea Prof. dr. Christopher M.A. Brett.

in perioada octombrie 2004 — octombrie 2018 am ocupat postul de sef de
lucréari, in cadrul Catedrei de Fizica, Facultatea de Inginerie Tehnologica si din 2011 in
cadrul Departamentului Disciplinelor Fundamentale, Profilactice si Clinice, Facultatea de
Medicina, ca titular al disciplinelor Fizica si Biofizica, iar din octombrie 2018 péna in
prezent postul de conferentiar universitar pentru Fizica si Biofizica, Chimie Analitica,
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Managementul Deseurilor Medicale, seminarii pentru Translatarea Cercetarii Stiintifice in
Domeniul Sanatatii.

in perioada 2007-2008 (1 an) am activat si ca cercetator asociat la Universitatea
din Wisconsin-Milwaukee, Departamentul de Fizica, Laboratorul de Biofizica, WI, SUA,
sub indrumarea Prof. Dr. Valerica Raicu, in cadrul unui stagiu post-doctoral unde am
facut cercetari stiintifice pentru corelarea proprietatilor biofizice ale creierului de sobolan
si starea de constientad cand acesta se afla sub actiunea diferitelor substante anestezice.

Dupa sustinerea tezei de doctorat in fizica, specialitatea biofizica, activitatea de
cercetare stiintifica a fost orientata in doua directii mari, interconectate, cu un puternic
caracter inter- si transdisciplinar, care au condus si la obtinerea titlului de Doctor in
Medicina cu distinctia Summa cum laude in anul 2020 (sustinerea tezei a fost in 23
septembrie 2019, confirmata prin ordinul 4021/07.04.2020). In perioada 2011 — 2019 am
fost doctorand in domeniul medicina, sub indrumarea Prof. Dr. Gheorghe Coman.

In aceastd perioada, am participat in calitate de prim autor sau coautor la
publicarea unor carti si capitole de carti:

Carti:
a) M. Florescu (Editor), Biophysics for Biomedical and Environmental Sciences,
Transilvania University Press, Brasov, 2016, ISBN 978-606-19-0768-7.

Capitole de carti:

1. M. David, M. Florescu, Biomolecular interaction evaluation using surface
plasmon resonance. SPR biosensors, in: Biophysics for Biomedical and Environmental
Sciences (Edited by Monica Florescu), pp. 211-223, Transilvania University Press,
Brasov, 2016, ISBN 978-606-19-0768-7.

2. M. Florescu, Biosensors as molecular diagnostic tool for early detection of
cancer protein biomarkers, in: Methods for Diseases Diagnostic with Applicability in
Practice, Edited by Antonella Chesca, LAP Lambert Academic Publishing, 2014, ISBN

3847345028, 978-3-8473-4502-2.

3. M. David, M. Florescu, M. M. Barsan, L. Tugulea and C. M.A. Brett, Development
and Characterization of Layer-by-Layer Biosensors Based on PEI(+)/GOx(-) Layers
Using Label-Free Methods, in Sensing in Electroanalysis, Vol. 8 (K. Kalcher, R. Metelka,
|. Svancara, K. Vytfas; Eds.), pp. 329-346. 2013/2014 University Press Centre,
Pardubice, Czech Republic. ISBN 978-80-7395-782-7 (printed); 78-80-7395-783-4 (pdf).

4. V. Veregut, M. Florescu, M. Badea, Classic and modern methods for detection
of serotonin, in Sensing in Electroanalysis. Volume 7 (K. Kalcher, R. Metelka, . Svancara,
K. Vytfas; Eds.). pp. 97-106, 2012, University Press Centre, Pardubice, Czech Republic.
ISBN 978-80-7395-563-2 (printed); 978-80-7395-564-9 (on-line).
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5. V Buzea, M Florescu, M Badea, Detection of heavy metals in biological samples
through anodic stripping voltammetry, in Sensing in Electroanalysis. Volume 7 (K.
Kalcher, R. Metelka, |. Svancara, K. Vytfas; Eds.). pp. 97-106, 2012, University Press
Centre, Pardubice, Czech Republic. ISBN 978-80-7395-563-2 (printed); 978-80-7395-
564-9 (on-line).

6. M. Florescu, Label free biosensors in human molecular diagnostics of diseases,
pag. 135-147, in Diagnostic Methods in Human Pathology, Edited by Antonella Chesca,
Transilvania University Press, Brasov, ISBN 978-606-19-0059-6, 2012.

7.M. David, M. Badea, M. Florescu, Performance evaluation of
acetylcholinesterase-based biosensors for heavy metal detection, in: Sensing in
Electroanalysis, Vol. 6 (K. Kalcher, R. Metelka, |. Svancara, K. Vytias; Eds.), pp. 337-
346. 2011 University Press Centre, Pardubice, Czech Republic. ISBN 978-80-7395-434-
5 (printed); 978-80-7395-435-2 (on-line).

8. M. Badea, M. Idomir, M. Florescu, L. Rogozea, Electrochemical sensing in
telemedicine, in Sensing in Electroanalysis, in: Sensing in Electroanalysis, Vol. 6 (K.
Kalcher, R. Metelka, |. Svancara, K. Vytfas; Eds.), pp. 337-346. 2011 University Press
Centre, Pardubice, Czech Republic. ISBN 978-80-7395-434-5 (printed); 978-80-7395-
435-2 (on-line).

9. M. Florescu, Biophysical methods used for molecular diagnostics in human
pathology, in Methods for Cellular and Molecular Diagnostics in Human Pathology, Eds.
A. Chesca si M. Ozturk,Istanbul University Press House, 2011. ISBN 978-975-404-895-
7.

10.M. Florescu, Mass sensitive sensors and EQCM application in life sciences in
Bioanalytical Methods for Life Sciences. Chromathography. Sensors and Biosensors,
Eds. M. Badea, M. Florescu, Transilvania University Press, 2010. ISBN 978-973-598-
723-7.

11.1. Svancara, M. Florescu, L. Baldrianova, E. Svobodova, M. Stoges, M. Badea,
Carbon Paste Electrodes Modified with a Hydrolytic Product Obtained from an
Antimony(lll) Salt, in: Sensing in Electroanalysis, Vol. 5, Eds: K. Vytras, K. Kalcher, I.
Svancara, University Press Centre, Pardubice, Czech Republic, 2010. ISBN 978-80-
7395-348-5 (printed); 978-80-7395-349-2 (on-line).

12.M. Florescu, Dielectric spectroscopy and dielectrophoretic separation methods
used in biomedical applications, in Bioanalytical Methods for Life Sciences.
Chromathography. Sensors and Biosensors, Eds. M. Badea, M. Florescu, Transilvania
University Press, 2010. ISBN 978-973-598-723-7.

13.M. Badea, M. Florescu, Gh. Coman, N. Taus, J.-L. Marty, Characterisation of
electrochemical sensors and enzymatic methods used for ascorbic acid detection, in:
Sensing in Electroanalysis, Vol. 4, Eds: K. Vytras, K. Ka;lcher, I. Svancara, University
Press Centre, Pardubice, Czech Republic, 2009. ISBN 978-80-7395-9.
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14.M. Badea, M. Florescu, Gh. Coman, A. Chesca, J.-L. Marty, Comparative
Studies for Pollutants Detection Using Electrochemical Sensors and Enzyme-Based
Biosensors in: Sensing in Electroanalysis, Vol. 4, Eds: K. Vytras, K. Ka;Icher, |. Svancara,
University of Pardubice, 2009. ISBN 978-80-7395-9.

Scopul tezei de doctorat in fizica a fost de construire si evaluare a
senzorilor optici si electrochimici pentru detectarea oxigenului in medii celulare
(detectarea bacteriilor vii) si a glucozei din vin.

Scopul propus a fost atins prin atingerea urmatoarelor obiective:

1. optimizarea compozitiei unei membrane polimerice fluorescente care a
reprezentat stratul sensibil al unui senzor din fibra optica utilizat pentru determinarea
concentratiei de oxigen intr-un mediu celular (viabilitatea unei culturi celulare poate fi
observata prin cantitatea de oxigen consumata de aceasta). Principiul de functionare s-a
bazat pe fenomenul de stingere a fluorescentei a unui fluorofor incorporat in membrana
polimerica datoritd prezentei oxigenului in mediul lichid analizat. Cercetarea a fost
finantata de guvernul german prin Serviciu German de Schimb Academic (DAAD) de la
Institut fur Chemo- und Biosensorik (Institut fir Chemo- und Biosensorik), Munster,
Germania.

2. modificarea suprafetei si optimizarea unui nou tip de electrod ceramic cu film
de carbon pentru a produce biosenzori electrochimici enzimatici utili in detectarea
glucozei in vin. Au fost testate mai multe metode de imobilizare a enzimei pe suprafata
electrozilor pentru a obtine biosenzorul cu cele mai bune performante (sensibilitate,
stabilitate in timp si reproductibilitate cat mai mari). Cercetarea a fost finantatd de
Comunitatea Europeana printr-o bursa Socrates/Erasmus, dar si in cadrul proiectelor
europene QLK3-2000-01311 si HPRN-CT-2002-0018 la Departamentul de Chimie al
Universitatii din Coimbra, Portugalia.

Teza de doctorat a fost publicata ca si monografie cu ISBN in editura nationala:

e MonicaFlorescu, Metode Biofizice de Analiza - Senzori si Biosenzori, Editura
Universitatii “Transilvania” din Bragov, 2008, ISBN 978-973-598-270-6, 114 pagini.

Scopul tezei de doctorat in medicina a fost de dezvoltare a
bioinstrumentelor si aplicarea lor in medicina (aplicatii de diagnostic molecular) folosind
(nano)(bio)biosenzorii pe baza de nanoparticule (biomolecule sau molecule artificiale)
pentru diagnosticarea timpurie si abordari terapeutice inovatoare.

Scopul propus a fost atins prin atingerea urmatoarelor obiective:

1. dezvoltarea biosenzorilor enzimatici pentru identificarea si cuantificarea
biomarkerilor pentru diagnosticarea timpurie si abordari terapeutice inovatoare
(dopamina si glucoza) si validarea lor pe probe reale.
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2. dezvoltarea senzorilor cu nanozime de aur (nanoparticule de aur care
mimeaza activitatea peroxidazelor) pentru evidentierea si cuantificarea capacitétii
antioxidante totale ca marker al stresului oxidativ si validarea lor pe probe reale.
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Activitatea didactica

Pe intreg parcursul carierei universitare (1998 - prezent), m-am preocupat continuu
de perfectionarea activitatii didactice, implicandu-ma activ. Activitatea mea didactica in
cadrul Universitatii Transilvania din Brasov, s-a concretizat in principal prin:

1. predare cursuri: Biofizica, Biofizica si Fizica Medicala, Biofizica Alimentului, Fizica
Moleculara si Caldura, Fizica generala, Managementul Deseurilor medicale.

2. predare laboratoare si seminarii: Fizica, Biofizica, Chimie analitica, Translatarea
cercetarii stiintifice in domeniul sanatatii,

3. indrumare lucrari de diploma si cercuri stiintifice pentru participare la diferite
sesiuni de comunicari stiintifice a studentilor si,

4. crearea si intretinerea unei platforme elearning pentru o comunicare interactiva
cu studentii (postare materiale didactice scrise si video, examinare online),
(http://biofiz.unitbv.ro/moodle/) din 2010 pana in 2020. Din 2020 activitatea a continuat
pe platforma furnizata de Universitatea Transilvania din Brasov (elearning.unitbv.ro).

5. publicarea in edituri recunoscute CNCSIS a cursurilor, carti si capitole in carti,
conform listei de publicatii anexate,

6. dezvoltarea unor noi lucrari de laborator si instrumente de predare in domeniul
biofizicii (crearea laboratorul de biofizica). In acest sens am creat impreuna cu Dna. Conf.
Natalia Dihoiu inca din 1998 Laboratorul didactic de Biofizica, corp C, sala CI30 in care
si in prezent se desfasoara activitati didactice si de cercetare legate de probleme
specifice biofizicii.

in cadrul procesului educational, prezentarea cursurilor o realizez folosind
metode moderne si tehnologii noi (calculator, videoproiector si prezentari PowerPoint).
Am fincercat sa imbin intr-un mod armonios, metodele clasice de expunere si
prezentarea directa cu metodele de prezentare interactive si multimedia ce implica
folosirea calculatorulului, a internetului si a platformei elearning, cu o cat mai inalta
tinutda academicad. Pentru o actualizare continua a metodelor de predare am
participat la cursuri de specializare pedagogica organizate in cadrul Universitatii
Transilvania din Brasov (“Interactive methods for teaching-learning-evaluation process”,
,Web Based Trainers — Wide Open Resourse for Learning and Development”), a altor
Institutii (VI Online e-learning seminar for university professors, The Catholic University
of Avila, Spain), sau in cadrul schimburilor prin intermediul programului de mobilitati
Erasmus/ErasmusPlus (Germania, Portugalia, Turcia). Am participat, atat ca student, cat
si ca profesor la diverse scoli de vara si cursuri internationale (in cadrul Actiunii COST
TD 1104, LLP-Erasmus si programelor CEEPUS).

Am indrumat in calitate de coordonator/indrumétor realizarea tezelor de licenta, de
disertatie si de doctorat in aria de cercetare a fizicii, chimiei analitice si medicinii
preclinice, dintre care prezint o selectie:

16


http://biofiz.unitbv.ro/moodle/

Teza de abilitare Monica Florescu

a. Simone Romano, (2009/2010), Dezvoltarea de metode bazate pe senzori
electrochimici de analiza calitativa si cantitativa a metalelor grele din probele biologice.
UNIVERSITA "DEGLI STUDI DI MILANO (programul Socrates), (licenta).

b. Melinda David, (2010/2011), Elaborarea biosenzorilor enzimatici amperometrici:
obtinerea si caracterizarea acestora, Universitatea din Bucuresti si Universitatea
Transilvania din Brasov, (master).

c. Alice Panerati (2013/2014), Elaborarea de metode bazate pe biosenzori
electrochimici pentru analiza mico-toxinelor din suplimentele alimentare din plante,
UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI MILANO (activitati in cadrul proiectului FP7 PlantLIBRA),
(licenta).

d. Pavel Barko (2016/2017), Stresul oxidativ si beta carotenul. Detectia si evaluarea
selectiva a compusilor antioxidanti, Universitatea Transilvania din Bragov, (licenta).

e. Melinda David, (2016/2017), Capitole Teza Doctorat: The characterization of
biosensors by optical and electrochemical methods, Universitatea din Bucuresti
(doctorat).

f. Nicoleta Sandu (Cazacu), Interactiuni moleculare si celulare ale hormonilor
tiroidieni, Universitatea din Bucuresti, (doctorat).

Activitatea stiintifica

Activitatea mea stiintifica de cercetare este legata de specializarile si competentele
mele in biofizicd, electrochimie, chimie analitica, biosenzori si bionanotehnologie obtinute
in urma studiilor universitare si post-universitare, scoli de vara (conform CV-ului anexat).
Activitatea de cercetare stiintifica am desfasurat-o atat in laboratorul de Biofizica al
Facultatii de Medicina, prin colaborari cu colegi de la Facultatea de Medicina, Facultatea
de Alimentatie si Turism, dar si din Facultadtile de Inginerie Electrica si Stiinta
Calculatoarelor si de Stiinta si Ingineria Materialelor din Universitatea Transilvania din
Brasov, dar si cu colegi din Universitéati din Romania si internationale (Europa si SUA)
prin intermediilor contractelor de cercetare, burselor doctorale, postdoctorale si stagiilor
de cercetare.

Cercetarile stiintifice au implicat studenti masteranzi si doctoranzi, dar si studenti
la licenta, ai Facultatii de Medicina si internationali, care au continuat colaborarea prin
implicarea lor in activitatea de cercetare in domeniul biofizicii si chimiei analitice cu
aplicatii in domenii medicale. Ei au participat cu activitate de diseminare a rezultatelor
obtinute la Sesiunile de Comunicéri Stiintifice ale Universitatii Transilvania si la Conferinte
Nationale si Internationale (ca membri ai echipelor proiectelor de cercetare coordonate
de mine).

Parte din cercetarile legate de detectarea substantelor biologic active si a
substantelor poluante sunt realizate in cadrul unor contracte de cercetare impreuna cu
colaboratori din Romania cum sunt Universitatea Valahia din Targoviste, Universitatea
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din Bucuresti, Universitatea de Medicina si Farmacie-Carol Davila Bucuresti, Institutul
National de Fizica Materialelor (INFM) si Institutul de Microtehnologie (IMT) Bucuresti,
Institutul National de Tehnologii 1zotopice si Moleculare (ITIM), Cluj-Napoca. Activitatea
de cercetare am realizat-o in urma colaborarii cu colegi si din universitati din stréinatate
(SUA, Portugalia, Germania), in proiecte si stagii de cercetare, atat membru, cat si in
calitate de coordonator (conform listei cu proiecte).

Stagiile de cercetare internationala au fost realizate in cadrul:

1. Institutului pentru Nanotehnologie (MESA+), Universitatea din Twente, Tarile de
Jos, (Microfluidica pentru nanomedicina). Misiune stiintifica pe termen scurt, Actiune
COST TD 1104 - EP4Bio2Med, (2015).

2. Laboratorului ,,Nanoscale Integration Lab”, University Texas-Dallas, Dallas,
USA (Bursa Universitatii Transilvania), pentru dezvoltarea nano-biosenzorilor folosind
nanofire de siliciu depuse pe tranzistori cu efect de camp (SINW-FET), in colectivul Prof.
Dr. Walter Hu (2012).

3. Laboratorului de Biofizica, Facultatea de Fizica, Universitatea Wisconsin-
Milwaukee (UWM) si Laboratorul de anesteziologie, Facultatea de Medicina,
Milwaukee, Wisconsin, SUA, in colectivele Prof. Valerica Raicu si Prof. Anthony Hudetz
(stagiu postoctoral) pentru studiul tesuturilor biologice (creier) in vivo si actiunea
anestezicelor prin tehnici de spectroscopie dielectrica si EEG (2007 -2008).

4. Laboratorului de Electrochimie, Universitatea din Coimbra, Portugalia, in
colectivul Prof. Christopher Brett (bursa Erasmus) pentru construirea, caracterizarea si
optimizarea biosenzorilor amperometrici pentru detectia glucozei (2002-2003, 2005-
2006).

5. Institut fir Chemo- und Biosensorik, Muenster, Germania (bursa DAAD) pentru
construirea si optimizarea senzorilor optici pentru detectia celulelor vii (2002).

1.2 PRINCIPALELE REALIZARI STIINTIFICE

Dupa obtinerea titlului de doctor in fizicad in 20027, am continuat si dezvoltat
activitatea de cercetare in domeniul interdisciplinar al biofizicii, dupa urmatoarele directii:

- dezvoltarea de platforme inovatoare de detectie molecularéa si livrare, bazate
pe senzori electrochimici si nanostructuri, pentru compusi de interes in medicina, in
monitorizarea mediului sau a calitatii alimentelor. In acest scop a fost urmarita si reglarea
proprietatilor suprafetelor pentru a interactiona specific cu un sistem
(bio)molecular tinta prin: functionalizarea si modificarea suprafetelor solide, optimizarea
suprafetelor prin asamblare strat cu strat, imobilizarea biomoleculelor pe suprafete
functionalizate.

- analiza interactiunilor biomoleculare (proteine-medicament, lipozomi-
medicament, nanoparticule-biomolecule) folosind metodele electrochimice si rezonanta
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plasmonilor de suprafatéd (SPR) in combinatie cu metodele standard de spectroscopie
UV-Vis si fluorescenta.

- caracterizarea electrochimica si testarea rezistentei la coroziune a
materialelor si biomaterialelor cu aplicatii in implanturi medicale.

Prima directie de cercetare a vizat activitati incepute in timpul doctoratului in fizica,
iar celelalte doua au fost dezvoltate ca cercetari noi, ulterioare obtinerii titlului de doctor.
Cele 3 directii in care mi-am desfasurat activitatea au un caracter interdisciplinar, fapt
care s-a remarcat si in publicarea rezultatelor.

Activitatea de cercetare stiintifica s-a concretizat sub forma:

1. Publicarea articolelor stiintifice

in reviste de specialitate nationale si internationale: 54 lucrari publicate in reviste
incluse in Web of Science’s (WoS) Science Citation Index Expanded (ISl), 11 lucrari
publicate in extenso in volumele unor conferinte stiintifice internationale si nationale cu
editori, ISBN si edituri internationale, 16 articole publicate in reviste cotate BDI, peste
100 de participari la conferinte internationale si nationale, 30 cartilcapitole de carti din
care 10 ca autor in edituri internationale si 9 in edituri nationale, 11 ca editor in edituri
nationale (conform sectiunilor de mai jos generate de cautarile in trei baze de date si a
anexelor).

In perioada 2007-2023, am publicat 45 lucrari indexate in Web of Science’s (WoS)
Science Citation Index Expanded (ISI), WoS din care 33 in calitate de autor principal
(prim autor si autor de corespondenta), 1 teza de doctorat.

Informatii din baza de date Clarivate Web of Science (Wo0S)

Péana in prezent am publicat ca autor principal sau coautor 52 de publicatii (42 de
articole publicate Tn jurnale, 2 articole publicate in Proceedings-urile conferintelor
internationale si 8 rezumate indexate WoS )(Fig. 1).
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Index H = 16, iar articolele au primit 835 citari fara autocitari. in Fig. 1 este
prezentat graficul distributiei publicatiilor si citarilor pe ani din 2004 péana in prezent

Web of Science™  search

e )

Times Cited 16

50 750 anaye 880 176
E Total Total Average per tem

Citing Articles

729 ioae 835
Without self-citations. Without self-citations.

suoneny

Fig. 1. Rezultatul cautarii in WoS dupa: ,, Florescu Monica” ResearcherID: B-
5022-2008 (27.07.2023)

(27.07.2023).
Informatii din baza de date Scopus

Cautarea in baza de date Scopus a generat 41 documente care au fost citate de

897 de ori si un h-index =17 conform Fig. 2 (27.07.2023).

Dintre acestea 80,5% au fost incadrate la categoria Article, 9,8 % in categoria

Conference Paper, 4,9 % ca Editorial.
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Scopus Q Search  Lists  Sources  SciVal ~ ® m m

This author profile is generated by Scopus. Learn more

Florescu, Monica

@ Universitatea Transilvania din Brasov, Brasov D 8582836700 © https:/forcid.org/0000-0002-1467-3113  View more

897

Citations by 787 documents

# Editprofile  «es More
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Documents
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Human Serum Albumin; Molecular Docking Simulation; Pepsin A
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Analyze author output  Citation overview View all Topics

41 Documents Cited by 787 documents 1 Preprint 96 Co-Authors 13 Topics 0 Awarded Grants

41 documents

Fig. 2. Rezultatul cautarii in SCOPUS dupa: ,, Florescu Monica” Author ID: 8582836700
(27.07.2023)

Din punct de vedere a tematicilor 30,1 % au fost publicate in domeniul Chemistry,
16,1% in Biochemistry, Genetics and Molecular Biology si Physics and Astronomy, 6%
n domeniul Medicine, restul fiind Tn diferite domenii de inginerie.

Informatii din baza de date Google Scholar

Aceasta baza de date indica 1229 de citari in WoS si diverse baze de date BDI,
din care 602 in perioada 2008 — 2023, h-index = 18 si i10-index = 25 (Fig. 3)
(27.07.2023).
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= Google Scholar
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Associate Professor, Transilvania University of Brasov
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Fig. 3. Rezultatul cautarii in Google Scholar dupa: ,, Florescu Monica” (27.07.2023)

Distributia articolelor publicate in perioada 2007 — 2022 dupa tipul de autor (autor
principal — coautor) si factorul de impact cumulat sunt prezentate in Tabelul 1.

Anul Total lucrari Autor Coautor Total IF IF Autor
publicarii principal principal
2007 2 2 0 3,211 3,211
2008 1 1 0 0,577 0,577
2009 1 0 1 3,757 0,000
2010 2 0 2 4,225 0,000
2011 1 1 0 1,150 1,150
2012 1 0 1 2,404 0,000
2013 1 1 0 2,474 2,474
2014 2 0 2 5,117 5,117
2015 2 1 1 2,854 0,383
2016 1 1 0 1,150 1,150
2017 10 9 1 19,166 14,086
2018 3 3 0 7,579 7,579
2019 7 5 2 20,155 15,500
2020 4 2 2 10,990 5,903
2021 3 3 0 3,828 3,828
2022 4 4 0 18,080 18,080
Total 45 33 12 106,717 79,038
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2. Coordonarea proiectelor de cercetare

Publicatiile au fost obtinute atat ca rezultat al unor teme de cercetare proprii, cat si
in cadrul proiectelor de cercetare obtinute prin competitie, ca director, dar si ca membru
al echipelor de cercetare in alte proiecte nationale si internationale.

Proiecte de cercetare-dezvoltare ca director/responsabil de proiect din partea
Universitatii Transilvania din Brasov:

2.1.2022-2024: Responsabil de proiect pentru UTBV al proiectului de cercetare
experimental demonstrativ.  (PED), PN-IlI-P2-2.1-PED-2021-1323:  Noi
nanostructuri proteice hibride pentru directionarea specifica in celulele tumorale
ale colonului - Prot-Col-Target”, Grant Nr. 582PED/2022.

2.2.2018-2021: Responsabil de proiect pentru UTBV al proiectului de cercetare
complex (6 parteneri): PNIII-P1-1.2-PCCDI-2017-0062, Noi metodologii de
diagnostic si tratament: provocéri actuale si solutii tehnologice bazate pe
nanomaterial si biomaterial - SANOMAT. Grant No. 58PCCDI/2018.

2.3.2018-2020: Responsabil pentru Romania in cadrul comitetului de conducere
al COST Action CA15126: Between Atom and Cell: Integrating Molecular
Biophysics Approaches for Biology and Healthcare (MOBIEU)).

2.4.2015 -2017: Director al proiectului de cercetare Tinere Echipe PN-II-RU-TE-
2014-4-2801: Cercetari privind detectarea substantelor bioactive din extracte de
resurse vegetale cu capacitati antioxidante - VEDETAX. Grant Nr. 199/2015.

2.5.2010-2018: Director pentru 4 proiecte de cercetare pentru organizarea de
intalniri stiintifice. Grants No: 10M/2018, 48M/2016, 18M/2014, 48M/2010.

2.6.2008 -2011: Responsabil de proiect pentru UTBV al proiectului de cercetare
complex (4 partneri): Tehnici de inalta precizie si sensibilitate aplicate in retelele
de biomonitorizare de poluare a mediului cu factori de poluare din regiunile de
dezvoltare de sud, sud-est si centrale din Roménia — TIPSARMER. Grant No. 72-
172/2008.

3. Cereri pentru brevet

Rezultatele activitatilor de cercetare s-au concretizat si in de punerea a doua cereri
de brevet:

6.1.M. Florescu, M. David, A. Serban, "RO135256A0 Platforma senzoriala
electrochimic& nanostructurata, metoda de calibrare a platformei si metoda de
utilizare pentru detectarea portabila, sensibila si selectivd a continutului de
tiroxing". A 00239/11.05.2021 (OSIM).

6.2.M. Florescu, M. David, A. Serban, "Procesul RO133102A0 pentru determinarea
electrochimicé rapidd a capacitétii antioxidante totale a extractelor vegetale
solubile in apé folosind o platformé electrochimicé portabild cu nanoparticule de
aur". A/00728/27.09.2018 (OSIM).
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4. Participare la conferinte

Diseminarea rezultatelor de cercetare am realizat-o si prin participarea la conferinte
nationale (16) si internationale (91). Acestea au fost prezentate sub forma de postere si
prezentari orale, din care 10 au fost invitate, keynote sau plenare:

7.1.M. Florescu*, M. David, Functional nanostructured materials: A biophysical
insights for molecular detection and delivery systems, 14th International
Conference on Processes in Isotopes and Molecules, 19 - 22 September 2023,
Cluj-Napoca, Romania. Plenary Presentation.

7.2.M. David, M. Florescu, Electrochemical (bio)sensors for label-free analysis of
biomolecules: from proof of concept to medical applications, The 8th Annual
Conference of AnalytiX, July 12-14, 2023, Amsterdam, The Netherlands. Invited
Presentation.

7.3.M. Florescu*, C. G. Chilom, M. David, Spectroelectrochemical evaluation of the
interaction of pharmaceutical compounds with serum proteins and liposomes for
drug delivery systems, The 8th Annual Conference of AnalytiX-2023, May 17-19,
2023, Osaka, Japonia. Invited Presentation.

7.4.M. Florescu*, M. David, Nanomaterials and green synthesized nanocomposites
for nano-biosensors, World Conference on Advanced Materials, Nanoscience and
Nanotechnology (WCAMNN-2022), October 27-28, 2022, Valencia, Spain.
Keynote presentation.

7.5.M. Florescu*, M. David, Development and Evaluation of Composite
Nanomaterials used in Medical and Biosensing Applications, 3rd Global Webinar
on Materials Science and Engineering, GWMSE - 2022, 14-15 March, 2022.
Plenary Presentation.

7.6.M. Florescu*, I. Milosan, M. David, Evaluation of corrosion behaviour of stainless
steel treated with solar energy to be used as implant biomaterial, 5th International
Symposium on Nanoparticles and Nanomaterials and Applications, ISN2A 2022,
24 — 27 January 2022, Caparica. Portugal. Invited Presentation.

7.7.M. David, M. Florescu*, Electrochemical biotransducers for label-free analysis of
biomolecules: from proof of concept to medical applications, 6th International
Conference on Biomaterials and Biosensors, BIOMATSEN 2021, 17 — 23 October
2021, Mugla, Turkey. Invited Presentation.

7.8.M. Florescu*, Spectroscopic evaluation of vitamins effect on the BSA - LT4
complex, 13th International Conference Processes in Isotopes and Molecules, 22-
24 September 2021, Cluj-Napoca, Romania. Invited Presentation.

7.9.M. Florescu*, M. David, Label-free analysis of biomolecules: enzyme vs.
nanozyme-based sensors, 12th International Conference on Processes in
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Isotopes and Molecules, 25-27 September 2019, Cluj-Napoca, Romania. Plenary
Presentation.

7.10. M. Florescu*, M. David, Madalina M. Barsan and C. M.A. Brett, Layer-by-layer
biosensors based on electrostatic adsorption: development and characterization
using label-free methods, 2nd International Conference on Analytical Chemistry —
Analytical Chemistry for a Better Life, 17-21 Septembrie, 2014, Targoviste,
Romania. Keynote Presentation.

5. Membru in colectivul editorial al revistelor: Journal of Clinical Medicine, Analytical
Letters, Medicines.

6. Recunoastere stiintifica
6.1. Referent pentru reviste WoS:

Pana in prezent, am fost invitata sa fiu recenzor pentru manuscrise trimise spre
publicare la mai multe jurnale indexate WoS, enumerate mai jos (cu factor de impact in
WoS intre 2.0 si 7.392): ACS Biomaterials Science & Engineering, Analytica Chimica
Acta, Analytical Letters, Antioxidants Applied Surface Science, Bioelectrochemistry,
Bioengineering, Biomolecules, Catalysis Today, Catalyst, Current Analytical Chemistry,
Current Pharmaceutical Analysis, Diseases, Electroanalysis, Electrochimica Acta, Food
Analytical Methods, IEEE Transactions on Electron Devices, Instrumentation Science
&Technology, International Journal of Biological Macromolecules, International Journal
of Molecular Sciences, Journal of Biomolecular Structure & Dynamics, Journal of
Electroanalytical Chemistry, Journal of Functional Biomaterials, Journal of Molecular
Structure, Journal of Non-Crystalline Solids, Langmuir, Materials, Materials Research
Bulletin, Materials Today Communications, Metals, Microchemical Journal, Molecules,
Monatsheftefir Chemie-Chemical Monthly, Sensors and Actuators B, Spectrochimica
Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, Surface Review and Letters.

6.2.Referent pentru competitii de proiecte nationale si internationale.

Am fost recenzor pentru evaluarea propunerilor de proiecte:
« nationale: PNIIl-UEFISCDI, Romania,
« internationale: M-ERANET, EU and Romania, FWO, Belgium

6.3. Premii si burse

= 2022: The best poster, 5th International Symposium on Nanoparticles,
Nanomaterials and Applications, ISN2A 2022, Caparica, Portugal.

:2019: Biophysical Society Travel Award for 63rd Annual Meeting, March, 2019,
Baltimore, USA.

22015: Short-Term Scientific Mission, COST TD 1104 Action - EP4Bio2Med,
Institute for Nanotechnology (MESA+), University of Twente, The Netherlands,
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:2012: Research Internship: Nanoscale Integration Lab, University of Texas-

Dallas, USA.

:2005-2006: PhD Research Internship at "University of Coimbra", Coimbra,
Portugal,

22002-2003: Erasmus PhD Scholarship at "University of Coimbra”, Coimbra,
Portugal.

22002: PhD Short-term scholarship DAAD (German Academic Exchange Service)
at “Institut fr Chemo- und Biosensorik”, Munster, German).

7. Activitate de editare.

Am coordonat editarea unor numere speciale ale unor jurnale stiintifice ca editor
asociat/invitat al revistelor cotate WoS: Journal of Clinical Medicine, International
Journal of Molecular Sciences, Bioelectrochemistry, Sensors, Analytical Letters,
Biosensors, Frontiers In Molecular Biosciences,.

8. Organizarea manifestarilor stiintifice:

8.1.Conferinta Internationala ,Analytical and Nanoanalytical Methods for
Biomedical and Environmental Sciences - IC-ANMBES”. Co-presedinte si
presedinte al comitetului de organizare a 6 editii (2010, 2012, 2014, 2016,
2018, 2022) (icanmbes.unitbv.ro).

8.2.Scoala de vara ,8th International Student Summer School “Nuclear Physics —
Science and Applications” (NUCPHYS-SC&APPL), 2017, Brasov, Romania.
Responsabil pentru Romania si Presedinte al Comitetului de Organizare.
Organizat impreuna cu Institutul Comun de Cercetare Nucleara (JINR), Dubna,
Federatia Rusa.

9. Membru al asociatiilor profesionale:

¢ Romanian Society of Pure and Applied Biophysics,
e FEuropean Biophysical Societies Association,

e Biophysical Society,

e Bioelectrochemical Society,

¢ Romanian Society of Physics.

Domenii de cercetare abordate in aceasta teza:

1 Studiul interactiunilor si a reactiilor (bio)moleculare
Obiective:

a. modificarea suprafetelor (cu enzime naturale si artificiale, nanostructuri si
filme polimerice) si optimizarea parametrilor de imobilizare.
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b. evaluarea interactiunilor moleculare dintre straturile moleculare folosite la
modificarea suprafetelor senzoriale (filme subtiri, stratificate si
nanostructurate, biomolecule).

c. Sstudiul interactiunilor biomoleculare implicate in sistemele de transportul al
medicamentelor (proteine—medicamente, nanofibre-biomolecule),

2 Dezvoltarea platformelor senzoriale pentru detectia biomoleculelor
Obiective:

a. identificarea si optimizarea metodelor de detectie (microscopie,
spectroscopia UV-VIS si spectroscopia plasmonilor de rezonanta - SPR,
fluorescenta si stingerea fluorescentei), de electrochimie (voltametrie si
spectroscopia de impedanta electrochimica).

b. dezvoltarea si optimizarea platformelor cu senzori si biosenzori pentru
utilizarea lor in detectia substantelor biologic active, a medicamentelor,
vitaminelor hidro- si liposolubile si a ionilor metalelor grele,

c. identificarea si optimizarea metodelor pentru determinarea caracterului
antioxidant total al extractelor din plante.
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1.3 CONTEXTUL STIINTIFIC ACTUAL PRIVIND IMPORTANTA
DOMENIILOR DE CERCETARE ABORDATE

Abordari spectro-electrochimice pentru studiul interactiunilor
biomoleculare si noi metodologii de diagnostic si terapie in medicina

Pentru detectarea timpurie a afectiunilor importante sau monitorizarea
terapiilor sunt luate considerare noi modalitati de detectie cu ajutorul carora sa se
obtina intr-un mod facil, dar cat mai sensibil si precis, identificarea, cuantificarea si
monitorizarea biomoleculelor (biomarkeri sau medicamente). Studii au demonstrat
ca patologia si alimentatia pacientilor influenteaza si interactiunea dintre proteinele
transportoare si medicamente administrate care ajung in circulatia sistemica, respectiv
biodisponibilitatea lor si abordarile terapeutice.

Platformele senzoriale sunt potrivite pentru dezvoltarea metodelor de
diagnostic molecular in vitro. Raspunsul acestora se obtine in timp real, cu o foarte
mare sensibilitate si selectivitate. Monitorizarea facila sau auto-monitorizarea oricarui
medicament administrat reprezinta un instrument valoros atat pentru diagnosticarea
timpurie, dar poate furniza si informatii in timp real pentru ajustarea terapiei, a
alimentatiei si a activitatii fizice in scopul atingerii unei biodisponibilitati cat mai mari.

Stabilitatea sistemelor senzoriale si de administrare a medicamentelor, dar si
performantele lor, depind atét de procedeul de fixare/imobilizare a moleculelor receptor,
cat si de matricea folositd pentru imobilizarea lor pe suprafata senzorilor, care sa le
conserve activitatea (ex. sa se prevind denaturarea biomoleculelor, orientarile
nefavorabile séa fie cat mai putine, iar centrul activ sa nu fie ascuns sau ecranat).

Pentru obtinerea si optimizarea acestor sisteme este necesara, evaluarea
interactiunilor (bio)moleculare, atat implicate in modificarea suprafetelor senzorilor, cat
si intre straturile moleculare imobilizate/transportatoare si  moleculele
detectate/medicament.

Materialele folosite, atat cele senzoriale, cat si transportoare au rol foarte
important. Carbonul si aurul sunt materiale senzoriale biocompatibile si au fost folosite
in aceasta teza pentru obtinerea platformelor senzoriale electrochimice pentru
detectia moleculara si evaluarea lor prin studiul interactiunilor biomoleculare.

Interesul pe plan international pentru dezvoltarea acestor tipuri de sisteme este
dat de numarul mare de publicatii Tn aceste doua directii de cercetare. Pana in luna
august 2023 baza de date Clarivate Web of Science a indexat dupa cuvantul cheie
»electrochemical sensors” 65896 publicatii, din care se remarca: 4139 pentru
selectrochemical sensors AND diagnosis or diagnostic” cu 2550 publicate n ultimii 5 ani.
Cand cautarile sunt realizate dupa ,electrochemical sensors AND therapy” 576 de
publicatii au fost indexate, din care 334 in ultimii 5 ani. Cele mai multe studii sunt publicate
pe acest topic de cercetatori din China (21071), SUA (7492), India (6675), Iran (4328) si
Coreea de Sud (3005).
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Pentru cautarea similara au fost indexate 8589 publicatii dupa cuvantul cheie in
Topic ,,biomolecular interactions”, din care 2461 au fost publicate in ultimii 5 ani. Cele
mai multe studii sunt publicate de colective de cercetare din SUA (3060), China (1000),
Germania (894), Marea Britanie (604) si India (546).

Exista interes si la nivel national pentru cercetarea stiintifica in ambele domenii.
Pentru cuvantul cheie in Topic ,,electrochemical sensors” au fost regasite 820 de
publicatii in domeniul ,electrochemical sensors”, cele mai multe (90) fiind publicate in
colectivul de la Universitatea de Medicina si Farmacie, Cluj Napoca al Prof. C. Cristea si
Prof. R. Sandulescu (50) si Universitatea Politehnica din Bucuresti (colectivul Prof. R.I.
Stefan van Staden cu 65 de publicatii). Pentru cuvantul cheie ,biomolecular
interactions” cercetarile stiintifice sunt mai reduse, cautarea generand 30 de publicatii,
din care 4 au fost sub coordonarea mea (M. Florescu), iar cate 3 in colectivele din
Bucuresti (M. Gheorghiu la Institutul de Biodinamica si Conf. C. G. Chilom la Facultatea
de Fizica).

In scopul dezvoltarii si optimizarii sistemelor senzoriale suprafata senzorilor a fost
modificata prin diferite strategii. In unele cazuri suprafata senzorului a fost in prealabil
pre-tratata pentru introducerea unor grupédri functionale sau a unui compus cu rol de
mediator electronic. In cazul biosenzorilor, biomoleculele au fost fixate pe suprafata
senzorilor prin imobilizare chimica sau fizica. Imobilizarea biomoleculelor, indiferent de
metoda folosita, influenteaza performantele acestora inducand modificari ale conformatiei
si activitatii lor biologice. Aceste inconveniente pot fi depasite prin folosirea unor
nanomateriale care pot imbunatati performantele de detectie sau administrare a
sistemelor discutate si nu necesita conditii speciale.

Obiectivele specifice ale activitatii mele stiintifice au fost realizate prin continuarea
activitatii inceputa in cadrul doctoratului in fizica, dar si prin dezvoltarea unor noi
directii de cercetare. Acestea vor fi prezentate mai jos in cadrul afirmatiilor enumerate
mai sus.

Materiale si echipamente
Materiale
Toti reactivii au fost de puritate analitica.

Electrolitii folositi au fost solutii tampon, cu pH-ul corespunzator fiecarei situatii
experimentale. Apa deionizata cu rezistenta >18 MQ, a fost folositd pentru prepararea
tuturor solutiilor. Solutiile de lucru pentru dopaminda, acid ascorbic, acid uric, acid folic,
vitamine, levotiroxina au fost preparate zilnic, experimentele s-au realizat la temperatura
camerei (aproximativ 22°C).

Probe reale: solutie de clorhidrat de dopamina (5 mg / ml) pentru injectii
intravenoase de 10 ml (Zentiva). Solutia apoasa de glucoza a fost preparata 24 de ore
inaintea efectuarii masuratorilor, pentru a se obtine forma biologic activa (a-D-glucoza).
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Prepararea extractelor din plante: Doua metode de extractie au fost utilizate:
extractia asistata cu ultrasunete (US) si extractia cu solvent la presiune crescuta, 6,7 bar
(T). Florile de lavanda (Lf) si boabele de catina (Hf) au fost uscate, sfaramate si cernute.
Pentru toate extractiile, plantele uscate si solventul de extractie au fost amestecate intr-
o proportie de 1 g/100 ml. Solutiile apoase ale solventului de extractie s-au preparat prin
amestecarea cu apa in raport 1: 1 a etanolului (A), glicerinei (G) sau propilenglicolului
(Pg). Pentru prepararea solventilor de extractie au fost utilizate doua tipuri de apa cu
valori diferite ale pH: apa "a" (pH 2,5) si apa "b" (pH 9,5).

Echipamente si metode

Platforma senzoriala pentru experimentele electrochimice a constat din
interfata electrochimica (potentiostate PalmSens3, PalmSens BV, Olanda; p-Autolab de
tip Il si Autolab, Metrohm-Autolab, Utrecht, Olanda) conectata la o celula electrochimica
cu trei electrozi si controlata de un computer prin intermediul unui soft dedicat (Fig. 1A).

Celula electrochimica contine trei electrozi imersati intr-un electrolit:
> un fir de plating ca electrod auxiliar si
» un electrod de referinta: Ag/AgCl (KCI 3 M), Ag, Ag/AgCl.
» un electrod de lucru = senzorul (Fig. 1B-E) care a constat din:
o electrod tip bara de aur invelit cu strat de teflon, cu suprafata de 0.00785 cm?

o placute de sticla acoperite cu film de aur (senzori SPR), cu suprafata de 2,0
cm?, impreuna cu un fir de Pt si un electrod de referinta de Ag, folositi intr-o
celula electrochimica Bionavis de 100 pl.

o electrozi tipariti cu filme de carbon cu CoPC si aur, cu suprafata de 0,5024
cm?; electrodul auxiliar a fost Ag si pseudo-referinta Ag/AgCI.

o electrozi tipariti de aur (DRP-220AT, DropSens, Asturias, Spania), cu
suprafata de 0,1256 cm?; electrodul auxiliar a fost Ag si pseudo-referinta
Ag/AgCI.

o electrozi tipariti cu film de carbon modificati cu nanoparticule (DropSens,
Asturias, Spania), (NP-SPE). cu suprafata de 0,1256 cm?; electrodul auxiliar a
fost Ag si pseudo-referinta Ag/AgCI.
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™
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Fig. 1. (A) Montajul experimental format din celula electrochimica cu cei trei electrozi.
Senzori: (B) Electrod bara de aur. (C) CoPC-SPE. (D) NP-SPE. (E) Disc cu film de aur.

Electrozii, de aur (bara si film subtire) si tipariti sau cu film de carbon
modificati cu CoPC, au fost folositi atat simpli, céat si cu suprafete functionalizate:

Functionalizarea s-a realizat prin:

(i) chemosorbtia moleculelor pe suprafata de Au prin intermediul legaturilor Au-S:
cu Cys (senzori SPR si electrochimici),

(i) depunerea pe suprafata de Au a unor filme subtiri de polimer redox (CoP)
(senzori electrochimici) si conductor (PEDOT) (senzori SPR).

(i) Senzorii CoPC-SPE au fost utilizati fara nicio functionalizare, filmul de carbon
prezentand grupari carboxil si hidroxil intrinseci functionalizati cu CoPC care a avut si rol
de mediator electrochimic.

Metodele de caracterizare, identificare si cuantificare au fost:

Electrochimice: voltametrie ciclica (CV) si voltametrie in puls diferential (DPV),
spectroscopie de impedanta electrochimica (EIS),

Optice: rezonanta plasmonilor de suprafata (SPR).
Spectrofotometrice: Absorbtie UV-Vis.

Detalii se afla in publicatiile corespunzatoare.
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1. Studiul interactiunilor si reactiilor (bio)moleculare

Pentru dezvoltarea unor noi modalitati de diagnostic si terapie, din ce in ce mai
mult noi platforme senzoriale si noi sisteme de administrare a medicamentelor sunt
luate considerare cu ajutorul carora se obtin identificarea si monitorizarea
biomarkerilor, dar si abordari terapeutice inovatoare.

Obiective:

Pentru toate acestea este nevoie de o evaluare foarte amanuntitd a
interactiunilor si a reactiilor (bio)moleculare care permit:

e optimizarea modificarii suprafetelor pentru dezvoltarea ulterioara a noi
platformelor senzoriale (detectia molecularé specifica), si

e studierea mecanismului de legare a medicamentelor de transportori
(ex. albuminele serice) si a stabilitatii complexului transportor-
medicament pentru obtinerea ulterioara a noi sisteme administrare a
medicamentelor (abordaéri terapeutice inovatoare).

1.1.Optimizarea modificarii suprafetelor

Parametrii platformelor senzoriale si de transport a medicamentelor pot fi
imbunatatiti prin modificarea suprafetelor lor active cu ajutorul unor componente
biologice, artificiale sau combinatia lor, cu rol de recunoastere (receptori) a
moleculelor tinta (liganzi).

O modificarea a suprafetei active poate fi realizata prin:
> filme polimerice subtiri si/sau nanostructurate ori prin

» auto-asamblarea monostraturilor biomoleculare (arhitecturi strat-pe-strat
(Layer-by-Layer, LbL)

Aurul si carbonul (sub diferite forme) sunt materiale senzoriale des folosite, dar s-
a dovedit ca ele nu prezinta selectivitate atunci cand sunt folosite pentru identificarea si
cuantificarea electrochimica a moleculelor de interes medical, cum sunt dopamina (DA)
si glucoza in prezenta interferentului acid ascorbic (AA), sau levotiroxina (LT4) n
prezenta altor fenoli (tirozina). Pentru ca selectivitatea este un factor important al
performantei unei platforme senzoriale, s-a impus necesitatea modificarii suprafetei
senzorilor din aceste materiale.

Astfel, modificarile au fost realizate cu filme subtiri ai unei metaloporfirine,
cobalt(11)2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfinic (CoP), cu structuri moleculare
stratificate (LbL), nanoparticule carbonice (nanotuburi de carbon (CNT) si grafena (G)) si
de aur (AuNP)), dar si enzime (tirozinaza (Tyr), glucozoxidaza (GOX)).
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Porfirina este un compus chimic care poseda legaturi T conjugate si substituenti
diferiti legati in jurul acestuia. Exista situatia in care porfirina poate ceda doi ioni de
hidrogen, conducand la sisteme de porfirina cu ioni metalici (metaloporfirine), cum
este cobalt(I)2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfinic (CoP), care are caracteristici
ce le permite sa fie folosite in dezvoltarea platformelor senzoriale: excitatii energetice
scézute in regiunea spectrala vizibila, acceptd sau cedeaza cu usurinta electroni. Acesta
poate fi folosit pentru modificarea suprafetelor de aur sub forma unui film polimeric
redox subtire.

Un alt compus cu cobalt a fost ftalocianina de cobalt (ll) (CoPC), care este un
membru al ftalocianinelor metalice (MPcs) si este frecvent utilizat Tn senzorii chimici ca
mediator care faciliteaza transportul sarcinii electrice, fiind un material semiconductor de
tip p.

Suprafetele pot fi modificate si prin arhitecturi LbL obtinute prin depunerea
straturilor moleculare de polielectroliti (bistraturi). Suprafetele pot fi de aur simplu sau
modificat cu un film polimeric subtire de poli(3,4-etilendioxitiofen) (PEDOT) sau filme
de carbon modificate cu ftalocianina de cobalt (Il) (CoPC). Polielectroliti folositi:

a. polietilenimina (PEI) = polication si glucozoxidaza (GOX) = polianion

b. GOX incorporatéa in chitosan, {chit*(GOx)} = polication, si poli(stiren sulfonat)
(PSS°) = polianion.

2. Moleculele folosite sunt prezentate mai jos (https://www.sigmaaldrich.com/):
CH3 HBC

CHs é E
CHj ?

cobalt(11)2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil- ftalocianina de cobalt (II) (CoPC)
21H,23H-porfinic (CoP)
Q 0
HS\/\/S
g "ONa HSCHg(CHg)gCHz)LOH

3-mercapto-1-propansulfonat de sodiu (MPS) acid 11-mercaptodecanoic (MUA)
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Chitosan (chit) poli(3,4-etilendioxitiofen)
(PEDOT)

Implicarea unei enzime pentru oxidarea catalitica a biomarkerilor (dopamina,
glucoza) permite diminuarea potentialului de oxidare relativ mare (energia de activare) a
detectiei oxidative directe la suprafata senzorului.

Tirozinaza (Tyr) este o metaloenzima, care la nivelul sitului activ enzimatic poseda
doi ioni de cupru, facand posibila astfel actiunea oxido-reducatoare asupra substratului
enzimatic (ex. dopamina) prin transferul reversibil al electronilor folosind ionii de cupru
(Cu*; Cu ?).

Glucozoxidaza (GOX) este o enzima din clasa oxireductazelor care catalizeaza
reactiile de oxidare ale glucozei prin transferul hidrogenului preluat de la substrat pe
oxigenul molecular.

Metodele de caracterizare au fost:
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Electrochimice: CV, DPV, EIS,
Optice: SPR.

1.1.1. Caracterizarea electrochimica a modificarii suprafetelor.

A. Suprafete modificate cu CoP si Tyr.

Detectia si cuantificarea neurotransmitatorilor sunt foarte importante in
domeniul neurostiintelor, tratamentul actual fiind arbitrar, bazat pe observatiile
clinice ale pacientului. Dopamina (DA), este un neurotransmitator legat de o varietate
mare de afectiuni medicale, fiind acceptat si ca biomarker de prognostic. Astfel,
cuantificarea ei prezinta un interes foarte mare.

Suprafetele de aur modificate (S-CoP si S-CoP-Tyr) au fost folosite pentru
detectia dopaminei (DA) prin integrarea lor in platforme senzoriale electrochimice
(sectiunea 2.1).

Pentru obtinerea senzorului S-CoP suprafetele de aur au fost modificate prin
fenomenul fizic de adsorbtie cu film de CoP prin imersie in solutie proaspata de CoP
dizolvat in cloroform. Dupa uscare in aer filmul adsorbit a fost pastrat in solutie tampon
fosfat (NaPB ) pentru a evita interactiunea filmului de porfirind cu moleculele de gaz.

Pentru biosenzorul bazat pe tirozinaza (Tyr), dupa modificarea suprafetei de Au
cu filmul de CoP, Tyr afost fixaté pe suprafata sa prin reticulare chimica cu glutaraldehida
si albumina sericad bovina. Suprafata modificatd cu CoP si Tyr (S-CoP _Tyr) a fost
pastrata in solutie tampon fosfat (NaPB ) intre masuratori.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in:
Revista ISI (FI = 2,677)

[1] M. Florescu*, M. David, Tyrosinase-based biosensor for selective dopamine
detection, Sensors, 2017, 17, 1314-1329.

Abstract in revista ISI (FI = 2,527)

[2] M. David, M. Florescu*, Novel tyrosinase-based biosensor for real sample
dopamine, European Biophysics Journal with Biophysics Letters, 2017, 46(1), S328-
S328.

Reviste BDI:

[3] M. Florescu*, A. Baicu, |. Capan, Gh. Coman, Selective determination of
dopamine using modified electrodes by differential pulse voltammetry, Romanian
Journal of Biophysics, 25(2), 2015, print / ISSN: 1220-515X, electronic / ISSN: 1843-
424X.
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[4] M. Florescu, A. Valceanu, Ghe. Coman, Aplicatii ale tirozinazei gi lacazei:
biosenzori enzimatici electrochimici, Jurnal Medical Brasovean, Nr. 2, 2013, ISSN
1841-0782, e-ISSN 2247 — 4706.

A.l1 Caracterizarea suprafetelor modificate prin CV

Ansamblul filmelor CoP si CoP-Tyr a a fost monitorizat prin masuratori
electrochimice: CV si DPV si EIS.

Interactiunile moleculare care se petrec la modificarea suprafetei de Au cu
CoP (S-CoP ) si CoP cu Tyr (S-CoP-Tyr) au fost investigate prin voltammetrii ciclice
(CV) in NaPB 0,1 M la pH 8,0 cu o viteza de scanare de 50 mV s (Fig. 1.1). Fiecare
modificare a suprafetei de Au este evidentiata de formele diferite ale CV-urilor
corespunzatoare. Se observa aparitia varfurilor redox dupa modificarea suprafetelor de
Au cu CoP si Tyr, cresterea intensitatii curentului de oxidare la adaugarea DA, dar si
separarea acestor varfuri la adaugarea AA odata cu DA.

[

0o

(Y]

Au
Au_CoP in PB
Au_CoP_Tyrin PB
Au_CoP_Tyr_in pB+60 uM DA

T T T T T T T
-E4 Bk L=} -3 o4

E(V)vs. AglAgCI

T T T T T T T T T
44 42 on oz o4

Fig. 1.1. Voltamograme ciclice in 0,1 M NaPB la pH 8,0 pentru:
Stanga: (a) Au; (b) S-CoP ; (c) S-CoP in 30 puM DA, (d) S-CoP 1n 30 uM DA +
200 pM AA si Dreapta: S-CoP-Tyr. Viteza de scanare 50 mV s

A.2 Optimizarea parametrilor de detectie prin DPV.

Voltametria in puls diferential (DPV), fiind o metoda foarte sensibild, a fost folosita
cu preconcentrare la un potential fix pentru a obtine parametri de modificare a
suprafetelor de Au.
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Fig. 1.2. Stanga: DPV pentru senzorul de Au nemodificat. Dreapta: DPV pentru
senzorul de S-CoP . Solutii de elctrolit cu concentratia de 200 uM AA +30/40 uM DA.

Modificarea suprafetei de Au cu CoP (S-CoP ) a determinat aparitia a doua
varfuri de oxidare corespunzatoare DA si acidului ascorbic AA (cel mai important
interferent), la valori ale potentialelor mai mici si diferite (0,08V si -0,03 V) (Fig. 1.2).

J (nAlem?)

1 Fo—an

—m— DA

idep = B0 =

Edep (V) vs. Ag/AgCI

Fig. 1.3. Raspunsul senzorului de S-CoP 1% in NaPB, 0,1 M, pH = 8,0 ce
contine 30 uM DA + 200 uM AA pentru diferite potentiale de preconcentrare.

Potentialul si timpul de depunere (preconcentrare) au fost optimizati: unul dintre
parametri a fost mentinut constant, in timp ce a fost variat celalalt (Fig. 1.3 si 1.4).
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Fig. 1.4. DPV in doua zile diferite cu senzorul S-CoP 1% pentru detectia a 40
uM DA si 200 uM AA in NaPB pH 8,0. Viteza de scanare 10 mV s

Un inconvenient al suprafetei S-CoP este dat de repetabilitatea scazuta,
performanta senzorului folosind aceasta suprafata fiind limitata pentru ziua de productie,
sensibilitatea sa scazand foarte mult in timp. Se observa o scadere a varfurilor de oxidare
a acidului ascorbic cu 97%, in timp ce pentru DA scade cu 50% (Fig. 1.5).

——FB
—AA

— AA+DA

— AA+DAat-05V
200 1M — A&+ DAat-07V
—— AA+ DA at-05V
——AA+ DA Et-11V
—— AA+DAat-13V

| )

Fig. 1.5. Optimizarea potentialului de preconcentrare in DPV la detectia selectiva
a DA in prezenta AA folosind biosenzorul cu S-CoP -Tyr.

in prezenta enzimei Tyr pe suprafata S-CoP potentialul de conditionare nu a
mai fost necesar. Potentialul de preconcentrare a fostde -1,3 V timp de 40 s au ajutat
la diferentierea varfurilor AA si DA (Fig. 1.5). Deoarece AA (care nu este un substrat
al tirozinazei) poate difuza pe suprafata electrodului, putem concluziona ca utilizarea
potentialelor negative in etapele de pretratare a fost necesara pentru o mai buna
diferentiere intre varfurile AA si DA, atat pentru suprafata CoP, cét si pentru suprafata

CoP-Tyr.
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A.3 Caracterizarea reactiilor redox la suprafetele S-CoP

Procesul redox al dopaminei la suprafata de S-CoP a fost caracterizat prin CV-
uri, cu viteza de scanare a potentialului variata.

Odatd cu cresterea radacinii patrate a vitezei de scanare, s-a observat o
crestere a varfului de oxidare a DA (Fig. 1.6A). Conform ecuatiei Randles—Sevcik
(1.2), putem concluziona ca are loc cresterea ratei de transfer a electronilor, dovedita si

de Fig. 1.6B. Se poate concluziona ca la suprafete S-CoP se petrec reactii controlate
prin difuzie (transport de masa).

1/2
Lo (A) = 0.036 0% +0.032 (mv s*l) ; R? = 0.998

1 1 1/2 2
Ipe (WA) = —0.014 07 —0.047 (mVs™) ", R2 = 0.946

(1.1)
1
nFvD / 2
Ip = 0,4463 TLFAC(?) (12)
75 ) ..
(A) 110mV s (B) P
B
40 4 ///.)4’
.
/"'//‘
5 i E podead” ¥
< 10mVs 5 1e-
= g
0 4 .\J\.\.\.\
n
x T J T L T K T X T 2 T 1 1 -20 T T T T 1
-0.2 -0.1 0.0 01 0.2 03 04 05 4 6 8 10 12
E/V vs. Ag/AgCI V' (mV sy

Fig. 1.6. (A) CV pentru 100 uM DA, v: 10, 30, 50, 70, 70 si 110 mV s1; (B)
variatia Ipa si Ipc. Electrolit: NaPB 0,1 M, pH 8,0.

unde,

Ip = curent varfului in amperi, n = numarul de electroni transferati in evenimentul redox

1),

A = suprafata electrodului in cm?, F = constanta Faraday in C mol, D = coeficientul de
difuzie in cm? s, C = concentratia in mol cm-3, v = viteza de scanare in mVs?®, R =
constanta gazului in J Kt mol?, T = temperatura in K
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A.4 Caracterizarea suprafetelor modificate prin EIS
EIS este folosita pentru caracterizarea fenomenelor la interfata
senzor/electrolit si obtinerea informatilor despre transferul si acumularea de sarcina
electrica.

Figura 1.7 prezinta reprezentarea complexa a spectrelor de impedanta (grafice
Nyquist) achizitionate pentru toate suprafetele.

Graficele au fost fitate folosind circuitul electric echivalent din Figura 1.8
(insertia) alcatuit dintr-un rezistor a carei rezistenta electrica caracterizeaza celula si
solutia electrolitica (Ra), in serie cu doua combinatii paralele:

» constituita dintr-un rezistor ce defineste rezistenta transferului de sarcina (Rct) prin
aceasta interfata si un element capacitiv non-ideal (CPEd ) asociat unui strat dublu de
sarcina electrica (pentru filmele CoP sau CoP-Tyr).

> caracterizeaza filmul CoP sau CoP-Tyr (interfata electrodului de Au cu filmul
CoP sau cu filmul CoP-Tyr) prin rezistorul ce caracterizeaza transferul de sarcina
electrica (Rf) si elementul capacitiv non-ideal (CPEr).

Elementul capacitiv non-ideal (de faza constanta - CPE), este caracterizat de
impedanta electrica data de ecuatia:

Zepp = [(Qiw)*]7t
unde,
Q = capacitatea ideala,
w = frecventa radiala si
a = exponentul care caracterizeaza gradul de uniformitate/rugozitate al suprafetei.

Impedanta Z.pg este a unui element de circuit care caracterizeazé distributia
timpilor fenomenelor de relaxare la suprafata de aur modificatd ca urmare a aplicarii
stimulului alternativ si a neomogenitatilor prezente. Comportamentul CPE este, in
general, atribuit reactivitatii suprafetei distribuite, neomogenitétii suprafetei, rugozitétii
sau geometriei fractale, porozitatii electrodului si distributiilor de curent si potential
asociate cu geometria electrodului. Depinde de asemenea si de capacitatea electrica a
stratului format de acumularea de sarcina, Q.

Valorile parametrilor elementelor de circuit echivalent devin astfel un indicator
al modului cum se acumuleaza sarcina eletrica (CPE) la interfata Au/film CoP-Tyr si
film /electrolit, a transferului de electroni prin interfata (R), si respectiv al gradului
de neuniformitate moleculara (a).

EIS a fost, folosita pentru caracterizarea fenomenele in prezenta dopaminei
produse la interfata senzor/electrolit. Figura 1.8 arata diagramele Nuyquist si circuit
electric echivalent in insertie, la un potential de 0,1 V aplicat in timpul masuratorilor,
achizitionate pentru S-CoP-Tyr in prezenta a 30 si 60 uM DA.
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Parametrii circuitului electric echivalent au fost determinati. Se observa ca Rct

scade atunci cand concentratia DA creste, evidentiind activitatea bio-catalitica a Tyr
la suprafata S-CoP-Tyr fata de oxidarea DA si proprietatile conductive ale filmului S-

CoP.

Impedanta CPE a senzorilor modificati cu filmul CoP electrocatalitic depinde in

principal de suprafata accesibila ionilor din electrolit si speciilor redox, adica de suprafata
specifica, de gradul de neuniformitate a filmului (distributia dimensiuniilor si a formei

porilor).

60 —

CPE, CPE,
R,
50 I %
= Au R, Ra

40 -
= Au/CoP

= Au/CoP-Tyr
30 4
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Fig.1.7. Graficele Nuyquist pentru suprafetele Au, S-CoP si S-CoP-Tyr la -0,2 V.
Insertia: circuitul electric echivalent utilizat pentru fitarea graficelor. Electrolit: 0,1 M
NaPB pH 8,0
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Fig. 1.8. Grafice Nuyquist pentru S-CoP-Tyr pentru 30 si 60 uM DA. 0,1 V fata de Ag
IAQCI. Insertia: circuitul echivalent utilizat pentru fitarea spectrelor. Electrolit: 0,1 M
NaPB pH 8,0.

Au fost evidentate cresterile Qr si Qai, dar si ale valorilor aai, fapt care indica o
acumulare de sarcina electrica la interfata cu S-CoP /Tyr, influentatd de oxidarea DA.
Valorile as au scazut odata cu acumularea la interfata suprafata/film a moleculelelor de
DA si dopa-chinona.

B. Suprafete modificate cu structuri moleculare stratificate (LbL)

Diabetul zaharat reprezinta la nivel mondial, o cauza principala de morbiditate si
mortalitate, prevalenta diabetului continuand sa creasca. Dozarea glucozei din sange,
impreuna cu cea al HbA1c, fac parte din diagnosticul diabetului zaharat, fiind un
instrument util pentru monitorizarea pacientilor.

Suprafetele de aur modificate cu (PEI"/GOX" si {chit"( NG+GOx)}/PSS") au fost
folosite pentru detectia glucozei prin integrarea lor in platforme senzoriale
electrochimice (sectiunea 2.2).

Structurile multistrat cresc stabilitatea complexului format si ajuta la fixarea
biomoleculelor enzimatice (numarul legaturilor aleatorii este redus).

Metoda strat-pe-strat (Layer-by-Layer, LbL), permite formarea structurilor cu
arhitecturi moleculare ordonate si reproductibile, care imbunatateste transferul
direct al electronilor intre molecule si suprafata.

Arhitecturile moleculare auto-asamblate au fost depuse pe suprafata senzorilor de
aur si carbon nemodificata, dar si modificaté cu un filme de polimeri redox si conductori
sau cu diverse grupari functionale. Pentru depunerea arhitecturii LbL sunt utilizate straturi
moleculare de polielectroliti (bistraturi).

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in:

Revista ISI (FI = 6,393)

[5] M. David, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, M. Florescu*, Improved glucose label-
free biosensor with layer-by-layer architecture and conducting polymer poly(3,4-
ethylenedioxythiophene), Sensors and Actuators B, 255 (2018) 3227-3234.

Proceedings ISI

[6] M. David, M. Florescu*, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, Label-free evaluation of
carbon nanopatrticles in Layer-by-Layer self-assembled enzyme-based biosensors,
Procedia Technology 27 (2017) 304 — 305; DOI: 10.1016/j.protcy.2017.04.125.
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[7] M. Florescu, Evaluation of Functional Features of Immobilized Enzymes Using
Electrochemical Label-Free Methods, Advances In Biomedicine And Health Science,
Recent Advances in Biology and Biomedicine Series, Proceedings of 2nd WSEAS ISI
International Conference on Biomedicine and Health Engineering (BIHE '13), June
1-3, 2013, Brasov, Romania. ISBN: 978-1-61804-190-6, ISSN: 1790-5125, Proceedings
of the International Conferences ISBN: 978-1-61804-196-8, WSEAS Press.

Capitol de carte:

[8] M. David, M. Florescu, M. M. Barsan, L. Tugulea and C. M.A. Brett,
Development and Characterization of Layer-by-Layer Biosensors Based on PEI(+)/GOx(-
) Layers Using Label-Free Methods, in Sensing in Electroanalysis, Vol. 8 (K. Kalcher,
R. Metelka, |. Svancara, K. Vytias; Eds.), pp. 329-346. 2013/2014 University Press
Centre, Pardubice, Czech Republic. ISBN 978-80-7395-782-7 (printed); 78-80-7395-783-
4 (pdf).

Ansamblul secvential al bistraturilor PEI*/GOX" si {chit"(GOx)}/PSS  a fost
monitorizat prin masuratori:

I. Electrochimice: CV si EIS,
ii. Optice: SPR.

B.1 Caracterizarea suprafetelor modificate prin CV
Electrozii bara de aur p(entru masuratori electrochimice) si placutele de sticla
cu film de aur (senzori SPR), au fost folositi ca suport pentru cele douéa structuri auto-
asamblate LBL, si au fost functionalizati in prealabil astfel:

» cu un monostrat de cisteamina (Cys) prin chemosorbtie care functionalizeaza
suprafata de aur cu gruparea -NH2. Au fost depuse patru bistraturi PEI*/GOX".
Bistraturile PEI*/GOX au fost depuse pe suprafata electrozilor bara de aur prin imersare.

» cu un film subtire de polimer conductor poli(3,4-etilendioxitiofen) (PEDOT:PSS-
), incércat negativ (datoritd SO*) (depus prin electrodepozitie pe suprafata de aur),
peste are au fost depuse electrostatic patru bistraturi chit*(NG+GOx)}/PSS". Pentru
primul strat, chit*(NG+GOx)}, grafena dopata cu azot (NG) a fost amestecata cu GOX,
iar amestecul a fost incorporat in solutie de chitosan (incarcat pozitiv). Al doilea strat a
fost PSS (incarcat cu sarcina negativa).

Interactiunile moleculare care se petrec la modificarea suprafetelor senzorilor
cu bistraturile PEI*/GOX- si {chit"( NG+GOx)}/PSS- au fost investigate prin voltammetrii
ciclice (CV) (Fig. 1.9).

Fiecare modificare a suprafetei de Au este evidentiata de formele diferite
ale CV-urilor corespunzatoare.
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Fig. 1.9. CV pentru un numar diferit de bistraturi depuse pe: (a) Au-Cys, (b) Au-
PEDOT. Electrolit: 0,1 M pH 6,9 NaPB.

CV-urile senzorilor sunt diferite pentru ca materialele si suprafetele senzorilor
au proprietati electrice diferite. Acestea se largesc in domeniul potentialelor pozitive, pana
la cel de-al treilea bistrat, dupa care se stabilizeaza. Astfel, conductia electronica se
mareste odata cu cresterea grosimii filmului LbL la 3 bistraturi, urméand ca bistraturile
suplimentare sa mareasca doar grosimea filmului, care inseamna un transfer mai lent
al electronilor prin acest film.

B.2 Caracterizarea suprafetelor modificate prin EIS
Figura 1.10 prezinta spectrele de impedanta pentru ambele suprafete de aur,
insertia aratand circuitul echivalent utilizat folosit pentru fitarea graficelor. Valoarea de -
0,2 V a potentialului aplicat a fost aleasa in functie de proprietatile electrice ale aurului si
de forma CV-urilor, care devin mai largi (indica depunerea straturilor sSi cresterea
transferului de sarcina).

Parametrii elementelor circuitului electric echivalent (Tabele 1.1 si 1.2) au fost
obtinuti din prelucrarea datelor inregistrate in masuratorile de impedanta electrochimica.
Prin evidentierea modului de variatie a valorilor acestora (R si Z;pz = [(Qiw)¥]™!) au fost
caracterizate interactiunile moleculare dintre straturile LbL si ale acestora cu suprafata
pe care au fost imobilizate.

Astfel, este remarcata functionalizarea suprafetele de Au cu Cys prin obtinerea
unei valori mai mari a Rct, fapt datorat incetinirii transferului sarcinilor electrice prin
interfata suprafata/electrolit. =~ Depunerea bistraturilor {PEI/GOx} a determinat o
micsorare continua a valorii Rct, evidentind o crestere a transferului sarcinilor
electrice pana la al treilea bistrat. O scadere foarte mare a Qui, a fost observata in
aceleasi conditii.

Depunerea ulterioara a altui bistrat determina o crestere atat a grosimii filmului,
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cat si micsorarea transferul de electroni. Acest comportament a fost prezent pentru
ambele structuri LbL, fapt care confirma rezultatele voltametriei ciclice.

In cazul suprafetei modificatd cu filmul de polimer PEDOT circuitul electric
echivalent contine doua combinatii in paralel R-CPE grupate in serie:

A. prima combinatie care caracterizeaza comportamentul interfefei Au/(PEDOT +
{chit*( NG+GOx)}/PSS") la frecvente mari compuséa din: rezistor ce caracterizeaza
transferul, R, si capacitorul non-ideal (CPEs) pentru acumularea de sarcind, si

B.a doua combinatie care caracterizeaza comportamentul interfetei (suprafata
modificata)/electrolit, Ret, si capacitorul non-ideal a stratului dublu electric (CPEai).
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Au/PEDOT/{chit' (NG +G Ox)}
Au/PEDOT/{chit (NG +GOx)},

Fig. 1.10. Diagramele Nuyquit pentru un numar diferit de: a) {PEI/GOxX}n=0-3
depuse pe Au-Cys, E =-0,2 V vs SCE. b) /chit+(NG+GOx)}n = 0-2 depuse pe
Au/PEDOT. E =-0,2 V vs Ag/AgCl. Electrolit: 0,1 M pH 6,9 NaPB.

Tabel 1.1. Parametrii circuitului electric echivalent (din Fig. 1.10a)

Slctroc Qom | ke mEamis O

Au 425,9 1,4 126,8 0,85
Au/Cys 430,4 68,0 68,2 0,88
Au/Cys/{PEI_GOx} 423,2 47,2 71,0 0,87
Au/Cys/{PEI_GOx}2 428,2 25,5 71,9 0,86
Au/Cys/{PEI_GOx}s 427,3 21,8 71,2 0,87

45



Teza de abilitare Monica Florescu

Tabel 1.2. Parametrii circuitului electric echivalent (din Fig. 1.10Db)

Electrod Rt/ Qr/ as Ret/ Qai/ ad
Qcm? mFcm?s® kQ MF cm™?
1 Cm2 Sa—l
Au -- -- -- 54.4 38.2 0.85
Au/PEDOT 690 4.0 0.77 79.5 345.5 1.00
AU/PEDOT/chit"(NG+GOXx)} 200 4.0 0.78 70.0 320.1 0.99
AU/PEDOT/chit"(NG+GOx)}. 220 3.9 0.77 90.3 293.7 0.99

Valorile ridicate ale Qr care raman neschimbate, evidentiazé ca acumularea de
sarcina s-a realizat la interfata Au/(PEDOT+{chit*( NG+GOx)}/PSS") (adsorbtia
straturilor de chitosan este contrabalansata de proprietatile conductoare ale PEDOT si
NG). Pe de alta parte, valorile rezistentei filmului Rr scad pentru primul strat {chit*(
NG+GOx)}, cu o usoara crestere pentru cel de-al doilea strat. Prima scadere a fost
atribuita prezentei NG, care imbunatateste considerabil transferul de electroni prin filmul
de chitosan, in timp ce a doua crestere usoara poate fi explicatéd tindnd cont de
proprietatile izolatoare ale chitosanului.

Conform tabelului 1.2 variatia parametrilor Rct Si Qai pentru suprafetele
Au/PEDOTHchit"(NG+GOx)}/PSS~  sunt influentate de asemenea de proprietatile
conductoare bune ale NG si izolatoare ale chitosanului.

Datele obtinute cu prin cele doua metode electrochimice, sugereaza o crestere a
capacitatii la prima depunere a primului bistrat si o scadere usoara dupa depunerea celui
de-al doilea bistrat, care incepe sa actioneze ca o bariera de difuzie.

C. Suprafete modificate cu nanoparticule (NP)

Nanomaterialele au fost utilizate pe scara larga pentru a imbunatati performanta
senzorilor, in special a celor electrochimici. Aceste materiale poseda proprietati unice
care le permit sa modifice suprafata electrodului, rezultdnd o cinetica rapida a reactiilor,
o suprafata electroactiva mare, o conductivitate imbunatatita si o activitate
catalitica crescuta.

in functie de tipul lor, nanoparticulele (NP), pot fi utilizate in diverse aplicatii.
Nanoparticulele metalice, cum sunt cele de aur (AuNPs) sunt utilizate pe scara larga in
aplicatiile de detectie electrochimica, datorita capacitatii lor de a transfera electroni intre
speciile biologice electroactive si senzor. Nanotuburile de carbon (CNT) sunt versatile
datorita rezistentei mecanice, conductivitatii lor electrice, dar si afinitatii lor electronice.
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Grafena (G) este utilizata in principal pentru imbunatatirea proprietatilor materialului
electrodului si cresterea suprafetei sale active.
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Ansamblul secvential al suprafetelor modificate cu NP si a capacitatii antioxidante
totale a fost monitorizat prin masuratori electrochimice: CV, DPV si EIS.

C.1 Suprafete modificate cu nanoparticule de aur si carbonice

Hormonii tiroidieni se leaga de receptorii proteici localizati pe suprafata
membranelor celulare sau de membranele mitocondriilor si nucleului. Ca urmare, sunt
activate unele procese biochimice specifice care produc efecte metabolice importante
la nivel celular si de tesuturi. Levotiroxina (LT4), reprezinta forma sintetica a hormonului
tiroxina, T4, utilizata pentru a trata hipotiroidismul si alte afectiuni legate de glanda tiroida.
In prezent, efectul administrarii LT4 poate fi monitorizat in principal prin observatii clinice
si teste de laborator care prezintd multe dezavantaje.

Pentru obtinerea unor senzori electrochimici performanti care sa fie folositi la
detectia rapida in scopul monitorizarii eficiente a terapiei cu LT4 s-au folosit electrozi
tipariti (SPE) cu suprafata modificata cu nanoparticule (SPE-NP).

C.1.1 Caracterizarea suprafetelor modificate prin CV si DPV

Pentru selectarea celor mai potrivite nanoparticule (NP) care sa fie utilizate
impreuna cu SPE pentru detectarea LT4, au fost evaluate performantele electrochimice
ale senzorilor nanostructurati folosind CV in electrolit de tampon acetat (AcB) pH 4,0.
Voltamogramele obtinute au fost comparate cu cele ale SPE nemodificat. Au fost folositi
electrozi cu filme de carbon care contin NP comerciale amintite mai sus (SPE-NP) (Fig.
1.11).

n Fig. 1.11A se poate observa comportarea CV a fiecdrui SPE-NP in electrolit.
CV-urile au diferite largimi, caracterizate prin diferite valori ale capacitatii electrice
(calculate in regiunea non-faradica la 0,5 V, unde curentul are natura capacitiva si este
direct proportional cu viteza de scanare, v) si arii electroactive.

In Fig. 1.11B este prezentat comportamentul redox al LT4 la SPE-C+AuNP
(similar pentru celelalte NP). S-a observat ca apar comportamente diferite pentru scanari
multiple:

1.1.1.  La prima scanare pozitiva, apare un varf de oxidare ascutit (O1), la 0,45V,
(caracteristic gruparii fenolice). Inversand directia de scanare, la un potential mai scazut,
0,02V, a aparut un varf de reducere (R2), asociat cu reducerea speciilor de orto-chinona
de LT4 (format la O1) la orto-fenoli.

1.1.2. La a doua scanare, (in aceleasi conditii si fara curatarea suprafetei
electrodului), un nou varf de oxidare (02), la 0,07 V, corespunzator oxidarii formei catecol
a LT4 format, indicand reversibilitatea perechii redox R2/02, in timp ce Ol scade
ireversibil.
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1.1.3. De la a doua scanare, curentii redox ai perechii O2-R2 se stabilizeaza.
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Efectul vitezei de scanare asupra O1 si a cuplului redox al grupelor orto-
chinona (02) — catecol (R2) a fost de asemenea examinat in doi electroliti: AcB. pH 4,0
si NaPB, pH 7,0. Am concluzionat ca pentru toti SPE-NP (Fig. 1.12a):

- viteza de oxidare a O1 variaza in functie de electrolit, find mai lenta in medii
acide. A fost obtinuta o liniaritate intre intensitatea curentului de varf anodic (lpa) si
radicalul vitezei de scanare, concluzionand ca pentru O1 avem un sistem ireversibil
controlat prin difuzie (Fig. 1.12b).

- pentru perechea redox O2-R2, a fost obtinuta o liniaritate intre intensitatea
curentului de varf anodic (Ipa) si viteza de scanare (Fig. 1.12c). Sistemul redox este
perturbat de o reactie chimica (adsorbtia speciilor pe suprafata senzorului). Astfel,
produsul de oxidare al gruparii fenol din LT4 (O1) a format un strat pe suprafata
electrodului, fapt care a permis in continuare redox-ul perechii 02-R2. Aceeasi concluzie
o putem trage daca monitorizam in timp modificarile de intensitate ale O1 si O2 (Fig.
1.12d).

Comparand toate rezultatele, am remarcat ca cele mai bune performante in
prezenta LT4 au fost obtinute pentru senzorii SPE-CNT si SPE-G si de aceea, acestia
au fost caracterizati mai departe, iar parametrii lor au fost optimizati pentru detectia
sensibila a LT4.

C.1.2 Optimizarea parametrilor de detectie
Optimizarea pH-ului

Un studiu de pH pentru valori cuprinse intre 2,0 si 10,0 a fost realizat prin DPV si a
fost Tnregistrat in electroliti diferiti care contineau 20 yM LT4. Pentru ca prin CV s-a
dovedit ca doar la a doua scanare este vizibila formarea celui de-al doilea varf de oxidare
02, la fel s-a procedat si cu DPV (Fig. 1.13).
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Fig. 1.13. Scan 2 al DPV in 20 uM LT4 in functie de pH, pentru: (A) SPE-CNT si (B) SPE-G.
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Deoarece grupul fenol este caracteristic mai multor molecule, in scopul cresterii
specificitatii detectiei LT4, am ales sa studiem comportarea lui O2 din scan-ul 2,
evidentiind pH-ul la care Ipa corespunzatoare O2:

- are valoarea cea mai mare, Si

- este mai mare in comparatie cu intensitatea O1.

Prin urmare, sa constatat ca pentru SPE-CNT curentul de O2 este mai mare decat
cel al O1 la pH 4,0 si 5,0, dar diferenta dintre cele doua véarfuri este mai mare pentru pH
4,0. Un comportament similar a fost remarcat si in cazul senzorilor SPE-G.

In urma analizei tuturor rezultatelor, electrolitul AcB pH 4.0 a fost ales potrivit pentru
SPE-CNT, in timp ce pentru SPE-G, NaPB pH 7.0 genereaza o densitate de curent mai
mare pentru O2 fata de O1.

C.1.3 Caracterizarea suprafetelor modificate prin EIS

Spectrele EIS au fost inregistrate pentru SPE-CNT (la -0,02 V vs. Ag) si SPE-G (la
-0,15 V) in AcB, pH 4,0 si NaPB, pH 7,0 (Fig. 1.14). Doua circuite electrice echivalente
diferite au fost folosite pentru fitarea curbelor care sunt prezentate in Fig. 1.13A.

Din analiza, la cele doua valori ale pH-ului, a variatiei parametrilor circuitelor
electrice echivalente si a diagramelor Bode (Fig. 1.14B), au rezultat urmatoarele:

i. Pentru SPE-CNT, la pH 4,00, valorile Rct au scazut foarte mult (~92%). Scaderea
caracterului rezistiv (care indica un transfer de electroni mai bun) a fost direct
proportionala cu cresterea celor doua valori ale Q (CPE). Astfel, AcB pH 4,00 a fost
dovedit si prin EIS ca electrolitul optim sa fie utilizat cu SPE-CNT in prezenta LT4.
CNT fiind functionalizati cu grupari COO~ acestia au interactionat electrostatic cu LT4
care era incarcat pozitiv (pH izoelectric al LT4 este 7,6). Prin urmare, presupunem ca
intre CNT functionalizat cu COO- si LT4 oxidat apar interactiuni biomoleculare de
natura electrostatica, care justifica acumularea de sarcina electrica la suprafata SPE-
CNT si caracterul neomogen al suprafetei odata cu cresterea concentratiei LT4.

ii. comportamentul mai capacitiv al lui SPE-G a fost evidentiat la addugarea LT4, atat
Cdl cét si Qe au crescut; la pH 7,00, cresterea a fost mai pronuntata in comparatie cu
AcB. Valorile ae au crescut, sugerand formarea unui strat omogen la suprafata
senzorului. Grafena are o structura asemanatoare unei foi, astfel la pH 7,00 moleculele
mici de LT4 oxidate pot acoperi cu usurintd micile neregularitati de pe suprafata
electrodului, sugerand adsorbtia moleculara pe suprafata.

Astfel, evidentiem proprietatile crescute fata de LT4 prin utilizarea SPE-CNT la
pH 4,00 sia SPE-G la pH 7,0.

C.2 Suprafete modificate cu nanozime (enzime artificiale)
C.2.1 Caracterizarea suprafetelor modificate prin CV, DPV si

amperometrie
In urma proceselor biochimice sunt generate specii reactive ale azotului (RNS)
sau ale oxigenului (ROS) care pot genera stres oxidativ (SO) ori leziuni moleculare
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si celulare. Un exemplu din categoria ROS este H202. Antioxidantii aduc beneficii prin
anihilarea/captarea ROS si stoparea oxidarii biomoleculelor, proprietate care poate fi
folosita si in vitro. Gradul de anihilare al H202 poate fi cuantificat utilizand platforme
senzoriale si folosit pentru evidentierea capacitatii totale antioxidante.

Masuratori electrochimice au fost efectuate folosind senzori tipariti cu film de
carbon (SPE) nemodificati (C) si modificati cu cele trei tipuri de nanoparticule (NP)
in prezenta H202. Pentru a determina care tip de nanoparticule este cel mai performant
pentru detectia H202 am comparat CV-urile (si amperometriile la potential fix, 0,55 V,
inregistrate in aceleasi conditii (Figura 1.14A si B). SPE-AuNPs s-au dovedit a fi cele
mai potrivite, cu un raspuns mai mare si mai stabil, evidentiindu-se rolul AuNP de
nanozime (enzime artificiale).
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Figura 1.14. (A). CV SPE-NP in 6 mM H20;, v = 50 mV s pentru SPE nemodificat
(C) si SPE-NP. (B) Amperometrii SPE-NP la 0,55 V. Electrolit: 0.1 M NaPB, pH 7,0.

C.2.2 Caracterizarea suprafetelor modificate prin EIS
Pentru a obtine noi informatii despre procesele de transfer ale electronilor si
fenomenele de difuzie la suprafata modificatd cu nanozime AuNP, EIS a fost folosita in
prezenta H202 cu si fara antioxidantul standard Trolox.

Fig. 1.15A prezinta diagramele Nyquist ale spectrelor de impedanta (0,1 V vs.
Ag/AgCl), circuitul electric echivalent folosit pentru fitarea spectrelor SPE nemodificat si
modificat cu AuNP.

Circuitul electric echivalent utilizat contine:

1. un rezistor electric (pentru caracterizarea celulei si electrolitului), Ra, n
serie cu
2. 0 combinatie in paralel formata dintr-un element de faza constanta, CPEq

(capacitor non-uniform caracteristic stratului dublu electric de la interfata) si un rezistor
ce caracterizeaza transferul de sarcina electrica prin interfata, Rect.

3. Pentru fitarea spectrelor SPE-AUNP, Rct a fost conectat in serie cu un
condensator cu capacitatea intrinsecd, Cau, corespunzatoare AuNP.
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Interfata senzorului cu nanozime/electrolit a fost caracterizata folosind acest
circuit la frecvente joase si intermediare. La frecvente inalte, efectul condensatorului
asupra impedantei totale a circuitului si a fazei devine neglijabil, circuitul comportandu-se
ca un rezistor, evidentiat in figura 1.15B de diagramele Bode. Impedanta totala scade
odata cu cresterea frecventei, fapt ce poate fi atribuit lipsei de penetrare a ionilor din
electrolit in materialul electrodului. In insertie, cea de-a doua diagrama Bode
ilustreaza cum incarcarea cu sarcina electrica a stratului dublu electrochimic nu mai tine
pasul cu cresterea frecventei, impedanta si faza apropiindu-se de 0°.
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Figura 1.15. (A) Diagramele Nyquist pentru senzor de carbon nemodificat si
modificat cu (insertie a circuitului electric echivalent pentru spectrele SPE-AuNP). (B)

Diagrama Bode cu insertie a variatiei fazei pentru SPE-AUNP in
H202+Trolox.
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Fig. 1.16. Variatia: (A) Ret si aa si (B) Cau Si CPEa, pentru SPE nemodificat

comparativ cu SPE-AuUNP. Electroliti: NaPB, NaPB+H202, NaPB+Trolox ,
NaPB+Trolox+H.0>

Figurile 1.16 A si B prezinta variatia parametrilor circuitului echivalent in
functie de electrolitul folosit.
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C.2.3 Optimizarea parametrilor de detectie
Optimizarea pH-ului

Antioxidantii au rolul de a reduce efectele adverse cauzate de RNS si ROS prin
reactii electrochimice de oxidare-reducere. Acestia sunt generati de organism sau pot
fi obtinuti din alimentatie sau suplimente alimentare. Extractele vegetale, au o
capacitate antioxidanta totala (AC) datorata varietatii de antioxidanti (vitamine,
carotenoizi, polifenoli, etc.) corespunzatoare resursei vegetale, dar si metodei de
extractie folosite. Ele au fost folosite in aceste cercetari ca model biologic. Astfel,
folosind senzorii pentru H202 vom putea sa determinam TAC si RAC, datorita anihilarii
H202 de AOx prezenti in extractele vegetale apoase studiate (Ext).
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Fig. 1.17. (A) Studiu de pH pentru SPE-NP (din CV in Ext.+6 mM H202), v =50 mV
s1, (B) DPV pentru SPE-AuNP in prezenta a 1,5 mM H-0,. Electrolit: 0,1 M NaPB.

Un studiu de pH a fost realizat folosind CV si DPV, pentru a determina cel mai
performant tip de nanoparticule care sa fie folosit la modificarea SPE pentru
detectia H20: in prezenta Ext. In Figura 1.17A este reprezentata histograma valorilor
intensitatii (normalizata pe unitatea de suprafata) pentru potentialul de oxidare a H202 de
0,55V, din regiunea anodica a CV-urilor. Desi la pH = 7.00, grafena pare sa furnizeze cel
mai mare raspuns, am tinut cont de rezultatele masuratorilor de CV si amperometrie unde
pentru G nu a fost reproductibile. Figura 1.17B ilustreaza DPV-urile realizate cu SPE-
AuUNP in 1,5 mM H2021n 0,1 M NaPB la diferite pH-uri (5,5 - 8,5) unde se poate observa
ca valoarea cea mai mare a curentului de varf a fost observata pentru pH 7,0.

Evidentierea rolului de nanozima a AuNP

Mecanismul electrochimic al lui AuNP, datorat reactiilor redox la care
participa AuNP, a fost studiat prin CV-uri in 0,1 M NaPB (pH 7,0), fara si cu H202 (Fig.
1.18A si B).
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Fig. 1.18. CV pentru SPE-AuNP in (A) NaPB 0,1 M, pH = 7,0. (B) 0,1 M NaPB, pH
7,0 + 1,5 mM H202. v: 10, 20, 30, 50, 70, 90 5i 110 mV s

S-a remarcat o crestere a intensitatii curentului odata cu cresterea vitezei de
scanare, fapt ce sugereaza o crestere a vitezei de transfer a electronilor, evidentiind
astfel reactia reactia redox |a care participa AuNP. H2O2 sufera o oxidare ireversibila
catalizata de AuNP.

Am putut concluziona ca reactiile redox ale AUNP sunt controlate prin difuzie
si AUNP catalizeaza oxidarea ireversibila a H20..

C.2.4 Evaluarea electrochimica a capacitatii antioxidante totale

Voltametrie ciclica — comparatie intre extractele vegetale apoase

Senzorul cu nanozime de aur, SPE-AuNP, optimizat in sectiunile anterioare
pentru detectia H-O2 a fost folosit pentru evaluarea si cuantificarea capacitatii
antioxidante totale, absolute si relative si pentru evidentierea caracterului lor
antioxidant diferit (figura 1.19).
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Fig. 1.19. CV-uri ale SPE-AuNP in diferite extracte vegetale (Ext.) obtinute prin doud
metode de extractie (T si US): de lavandd (4) si (B) si de cdtind (C) si (D). v =50 mV s,
Electrolit: 0,1 M NaPB, pH 7,0

Voltametrie in puls diferential - indicele electrochimic

Indicele electrochimic, IE, este calculat ca raportul dintre curentul anodic (Ipa)
si potentialul anodic (Epa) pentru toate varfurile prezente in voltamograma. Acesta este
folosit pentru cuantificarea "antioxidantilor naturali totali" prezenti in probele analizate,
(Fig. 1.20), care contin acid ascorbic. in absenta acidului ascorbic, IE poate fi

exprimat prin cuantificarea polifenolilor totali.
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Hf ( , 6 ). B. Histograma valorilor IE extractelor in comparatie cu cel al 60

uM Trolox. Electrolit: 0,1 M NaPB, pH 7,0

1.1.2. Caracterizarea optica (SPR) a interactiunilor biomoleculare din
structurile enzimatice LbL

Spectroscopia plasmonilor de rezonanta (SPR) este o metoda sensibila de
analiza fenomenelor moleculare deoarece permite analiza fara etichete (label-free) si in
timp real a interactiunilor (bio)moleculelor la suprafetele functionalizate. Legarea
moleculelor tintd de molecule cu rol de recunoastere imobilizate pe suprafata metalica
(exemplu: aur) determind cresterea concentratiei de suprafata a acestora cu
modificarea indicelui de refractie in timpul evenimentelor de legare. Aceasta
modificare va determina o scadere a intensitatii unui fascicul laser atunci cand este
reflectat de suprafata de aur modificata si o crestere a unghiului sau de reflexie (unghi
SPR) proportional cu concentratia de molecule tinta legate.

Astfel, pentru evaluarea interactiunilor dintre moleculelor incarcate cu
sarcina electrica opusa si evidentierea structurii multistrat (LbL) metoda SPR a fost
folosita in doua modalitati: scanare unghiulard (AS-SPR) si scanare la unghi fix (FA-
SPR).

Prin combinarea SPR cu metodele electrochimice (EC-SPR) au fost
electrodepuse pe suprafata de aur si caracterizate filmele subtiri polimerice conductoare.
In masuratorile EC-SPR, intr-o celula electrochimic speciald, suprafata de aur a fost
utilizatéd ca electrod de lucru impreuna cu alti doi electrozi de platina. Astfel, au fost
evaluate simultan proprietatile electrochimice si optice ale suprafetelor si filmelor
la scara nanometrica.

Suprafetele de Au ale senzorilor SPR au functionalizate conform descrierii din
Sectiunea B.1 cu structurile LbL: (PEI"/GOX" si {chit"( NG+GOx)}/PSS).
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[5] M. David, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, M. Florescu*, Improved glucose label-
free biosensor with layer-by-layer architecture and conducting polymer poly(3,4-
ethylenedioxythiophene), Sensors and Actuators B, 255 (2018) 3227-3234.

Proceedings ISI

[6] M. David, M. Florescu*, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, Label-free evaluation of
carbon nanoparticles in Layer-by-Layer self-assembled enzyme-based biosensors,
Procedia Technology 27 (2017) 304 — 305; DOI: 10.1016/j.protcy.2017.04.125.

Capitole de carte:
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> Suprafete cu bistraturi PEI"/GOX

In cazul structurii LBL {PEI*/GOX} functionalizarea suprafetelor de aur a fost
realizata prin adsorbtie chimica (chemosorbtie prin Au-S) a trei molecule diferite:

0.8 E ™
Au_MUA
Au_MPS
Au_Cys-GA

0.7 4

0.6
0.5 4

0.4 4

Intensitate (RU)

0.3 4

0.2 4

0.1 -

0.0 iy ;
60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80

Unghi incident (grd)

Fig. 1.21. AS-SPR: Monitorizarea functionalizarii suprafetelor de Au cu MPS,
MUA, Cys-GA.
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a. 3-mercapto-1-propansulfonat (MPS),

acid 1-mercaptondecanoic (MUA),

c. cisteamina (Cys) urmata de modificarea cu glutaraldehida (GA) (Cys-
GA)).

In Figura 1.21 functionalizarea a fost evaluata calitativ prin scanare unghiulara
(AS-SPR) unde au fost remarcate unghiuri de rezonanta SPR diferite corespunzatoare
functionalizarii suprafetei cu grupari chimice diferite.

o

Informatii similare au fost evidentiate folosind modul FA-SPR (conform figurii 1.22
. Tabelul 1.3 prezinta gradul de imobilizare al GOX pe suprafetele functionalizate cu MPS,
MUA si Cys-GA. Se pot astfel evidentia interactiunile biomoleculare care au loc (figura
1.12 B).

i A)
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. ] - - MUA
0.40 | -+ Cys-GA
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0.30 0.32

J molecule
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Fig. 1.22. FA-SPR: (A) reprezentare generala, (B) imobilizarea GOX pe suprafafe
de Au functionalizate cu trei molecule.

Tabel 1.3. Imobilizarea enzimei GOX pe suprafata de Au cu trei functionalitati

Grad de legare al Grad de diminuare a
Senzor .
moleculelor semnalului SPR
% %
Au_MPS 14,29 85,21
Au_MUA 14,00 86,00
Au_Cys-GA 40,51 59,50

Imobilizarea GOX prin structura LBL {PEI*/GOX} a fost monitorizata pe
suprafata de Au functionalizata cu Cys-GA utilizadnd si modul FA-SPR. (figura 1.23).
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Fig. 1.23. FA-SPR: Depunerea pe Au -Cys-GA a structurii LbL: {PEI*/GOX}.

Unghi de incidenta: 67,26 grd.

Modificarile diferite ale semnalului SPR pentru diverse solutii sunt datorate

modificarii diferite a indicelui de refractie din apropierea suprafetei de Au in functie de
natura moleculelor de solvent (concentratie diferita a ionilor din NaPB comparativ cu apa),
fapt care sugereaza o modificare a incarcarii ionice.

> Suprafete cu bistraturi {chit*(GOx)}/PSS

In cazul structurii acestei structuri LbL functionalizarea suprafetelor de aur a fost

realizata prin depunerea electrochimica (CV) a filmului PEDOT pe suprafata de aur.
Formarea structurii LbL a fost monitorizata prin ambele moduri SPR.

>

YV VY VYV

in aer.
n solutia ce contine EDOT.

dupa depunerea electrochimica prin CV a filmului PEDOT.

depunerea primului strat de {chit*(GOXx)},
depunerea primului strat PSS si
depunerea celui de-al doilea strat de {chit*(GOx)}.

Figura 1.24A contine suprapunerea mai multor spectre AS-SPR pentru suprafata
de aur:
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Fig. 1.24. Monitorizarea depunerii filmului PEDOT si a structurii LbL
{chit*(GOX)}/PSS- pe Au/PEDOQOT prin: (A) AS-SPR si (B) FA-SPR (unghi de incidenta
67.30 grd).

Interactiunile moleculare au fost evidentiate pe suprafata filmului subtire
AU/PEDOT (figura 1.24 B). Raspunsul a fost calculat pentru fiecare etapa de imobilizare
ca diferenta dintre semnalul SPR dupa spalare si uscare,. inainte si dupa injectarea
solutiei de polielectrolit. In acest fel, a fost posibila estimarea masei moleculare
adsorbite pe unitatea de suprafata corespunzatoare fiecarei etape de imobilizare (tabelul
1.4).

Tabel 1.4. Estimarea masei superficiale si a legarii fiecarui monostrat in stare
hidratata si uscata pe suprafata de Au - PEDOT.

Strat m (ug cm?) m (ug cm?) Capacitatea maxima de legare (%)
(hidratat) (uscat) (uscat)
{chit"(GOx)}1 1,43+0,005  1,11+0,004 75,1
PSS - 0,50+0,010 0,01+0,005 1,61
{chit*(GOx)}2  1,1440,004  1,11+0,002 79,1

Semnalul obtinut dupa etapa de spaélare a fost utilizat pentru a estima depunerea
de masa moleculara in stare hidratata, in timp ce semnalul obtinut dupa uscare a fost
utilizat pentru a estima depunerea de masa in stare uscata. Masa depusa pentru stratul
PSS in stare hidratata a fost de aproape 3 ori mai mica decat cea a stratului de enzima.
Pentru fiecare strat chit"(GOx) si PSS, etapa de clatire indeparteazd moleculele
nelegate, permitand calcularea valorilor procentului de legare, prezentate in tabelul 1.4.
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1.1.3. Concluzie partiala

Studiul biofizic al modificarilor suprafetelor realizat cu ajutorul metodelor
electrochimice si optice a permis atat evaluarea interactiunilor moleculare dintre straturile
moleculare folosite la modificarea suprafetelor, dar si optimizarea parametrilor de
detectie. Aceasta caracterizare prezinta un prim pas foarte important pentru dezvoltarea
unor noi platforme senzoriale ca baza pentru o detectie moleculara specifica a
dopaminei, glucozei, si a H202, ca biomarkeri cu rol predictiv (sectiunea 2).

Astfel, modificarea si optimizarea parametrilor de modificare a suprafetelor
senzorilor:

(1)de aur cu filme subtiri ale unui polimer cu proprietati conductoare si redox (CoP),
Si cu enzima tirozinaza (Tyr),

(2)cu film de carbon modificat cu nanozime de aur,

(3)de aur si de carbon, cu structuri moleculare bazate pe arhitecturi strat-pe-strat
(Layer-by-Layer, LbL) obtinute prin auto-asamblarea mono-straturilor de polimeri (PEI",
PSS"), enzime (GOX), dar si nanoparticule (grafena si nanotuburi de carbon),

au permis cresterea stabilitatii si a selectivitatii de detectie, dar si cresterea
sensibilitatii de detectie (cresterea intensitatii semnalului).
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1.2 Sisteme de administrare a medicamentelor. Studiu
biofizic

Sistemele de administrare bazate pe polimeri, cum sunt proteinele, care
capteaza moleculele de interes au fost dezvoltate pe scara larga pentru sectoarele
biomedicale si farmaceutice pentru a proteja si transporta compusii bioactivi.
Incapsularea este o metoda foarte buna pentru pastrarea caracteristicilor in timp a
biomoleculelor. Acest proces include acoperirea sau capturarea unui biomaterial sau
a unei combinatii intr-un element transportabil. In acest context, nano-complexe
solubile sau transportatorii proteici a compusilor bioactivi si a medicamentelor s-a
dovedit ca intarzie degradarea acestor substante.

Legarea biomoleculelor (liganzi) are loc datorita prezentei in proteina (receptor)
a unor situsuri specifice capabile sa lege, prin forte mai mult sau mai putin slabe si deseori
reversibil, ligandul. Fortele dintre proteina si ligand apartin astfel interactiunilor slabe ale
moleculelor, cum sunt interactiunea Van der Waals, legétura de hidrogen, forta hidrofobé
Si interactiunea electrostatica sau proceselor care implicd formarea unor substante
chimice tranzitorii care se leaga de suprafatd, si intervin in procesul de adsorbtie fizica
sau chimicé a liganzilor pe suprafete.

Albuminele serice sunt proteine model pentru studiile de legare si transport a
substantelor endogene si exogene pentru ca pot sa imbunatateasca efectul de
permeabilitate membranaréa si refinere a medicamentului in tesutul tinta. Interactiunea
dintre proteinele serice si diverse substante, in mod special medicamente, este
studiata intens pentru a intelege mai bine modul in care proprietatile farmacocinetice
si farmacodinamice sunt afectate de legarea medicamentului de proteine, dar sicum
se poate accelera implementarea complexelor albumina-medicament ca sisteme de
transport si livrare a medicamentelor.

Albumina serica umana (HSA), cea mai abundenta albumina serica din corpul
uman, este sintetizata in ficat si apoi eliberata in sistemul circulator. Aloumina serica
bovina (BSA) este cea mai abundenta proteina plasmatica din circulatia bovina, avand
o structura foarte asemanatoare cu cea a HSA, iar datorita unui set de reziduuri
hidrofobe de la suprafata permit legarea cu alti liganzi. Avand in vedere omologia sa
structurala cu HSA, dar si pretul mai mic si stabilitatea mai mare a BSA, aceasta proteina
este una dintre cele mai utilizate pe scara larga in studiile de legare proteina-ligand.

Parametrii sistemelor de transport al medicamentelor pot fi imbunatatiti prin
studierea mecanismului de interactiune a medicamentelor de interes cu BSA si HSA
constranse la o migcare limitata la suprafata unor substraturi fixe (imobilizate).
Limitarea albuminelor a fost obtinuta prin aplicarea metodelor de imobilizare (statice
si hidrodinamice) pe suprafete de aur, inducand modificari conformationale ale
acestora care au influentat orientarea situsurilor de legare a proteinelor catre
medicamentele libere. Astfel, mecanismele de interactiune sunt diferite pentru ca
proteina imobilizata este constransa langa suprafata.
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Mecanismul de legare al HSA/BSA aflate libere in solutie cu medicamentele sunt
cunoscute din studiile de fluorescenta anterioare (neprezentate aici). in aceste cercetari,
masuratorile au fost realizate pentru a evidentia proprietatile interactiunilor
biomoleculare care au loc la o suprafata de suport (senzor de aur) la care HSA/BSA
au fost constranse (imobilizate).

In acest fel, o cantitate mic&d de albumine (HSA/BSA) a fost folositd pentru a
investiga interactiunile HSA/BSA-ligand. Liganzii studiati au fost acidul folic (FA),
levotiroxina (LT4), vitaminele C si B12.

Electrozii tipariti de aur, pentru masuratori electrochimice, si placute de sticla
cu film de aur (senzori SPR), au fost folositi ca suport pentru studiul interactiunilor
biomoleculare fara si cu functionalizare prealabila.

Filmele de proteine serice, HSA/BSA, s-au format pe suprafata de Au prin:

o adsorbtie statica in urma depunerii unei picaturi de de solutie proteica pe
suprafata sa (30 de minute), urmata de spalare pentru a indeparta albuminele nelegate
(Au-HSA/BSA).

e adsorbtie hidrodinamica in timpul in care solutia s-a deplasat cu viteza mica, cu
un debit de 30 mL/min.

Pentru formarea complexului HSA/BSA — medicament, solutile de medicament in
concentratii crescatoare au fost mentinute in contact cu suprafata de Au-HSA/BSA
inainte de masuratori (3 minute).

Studierea mecanismului de legare a medicamentelor de interes la BSA/HSA si
a echilibrului complexului proteina-medicament au fost monitorizate prin masuratori:

Electrochimice: CV si EIS
Optice: SPR

Spectrofotometrice: absorbtie UV-Vis.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in:

Revista ISI (FI = 2,931)

[17] C. G. Chilom, M. David, M. Florescu*, Monitoring biomolecular interaction
between folic acid and bovine serum albumin, Spectrochimica Acta Part A: Molecular
and Biomolecular Spectroscopy, 2020, 230, 118074. DOI: 10.1016/j.saa.2020.118074.
Fl. 2.931

Revista ISI (FI = 4,098)

[18] N. Sandu, C. G. Chilom, M. Florescu*, Molecular insights into binding
mechanism of rutin to bovine serum albumin—Levothyroxine complex: Spectroscopic and
molecular docking approaches, Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular
Spectroscopy 2022, 264, 120261. DOI: 10.1016/j.saa.2021.120261. FI. 4.098.
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[19] N. Cazacu, C. G. Chilom, M. David, M. Florescu*, Conformational changes in
the BSA-LT4 complex induced by the presence of vitamins: spectroscopic approach and
molecular docking, International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23, 4215. DOI:
10.3390/ijms23084215. FI. 6.208.

Abstract in revista ISI (FI = 2,095)
[20] N. Sandu, C. G. Chilom, M. David, M. Florescu, Influence of vitamins on the
binding of levothyroxine to bovine serum albumin, European Biophysics Journal with
Biophysics Letters, 2021, 50(1), 104.

1.2.1 Caracterizarea electrochimica a interactiunii albumine -

medicamente

In literatura de specialitate, nu existd multe studii care utilizeazd metode
electrochimice pentru a investiga proprietatile de interactiune a proteinelor cu
medicamente. Am utilizat aceste metode, in combinatie cu cele standard (spectroscopia
de stingerea a fluorescentei, UV-Vis), ca instrumente analitice pentru a intelege
mecanismul de interactiune al proteinelor imobilizate pe suprafetele de Au, evaluand
comportarea unui compus redox si variatia parametrilor circuitului electric echivalent.

Voltametriile ciclice ofera o perspectiva asupra caracteristicilor generale ale
suprafetei modificate, in timp ce spectroscopia de impedanta electrochimica ofera
informatii despre fenomenele de interfaté (legarea HSA/BSA de suprafata unui senzor si
interactiunea proteinei cu medicamentul).

Masuratorile electrochimice (CV si EIS) au fost efectuate in electrolitul (0,1 M
HEPES, la pH 7,25) ce a continut 1 mM ferocianura de potasiu la electrodul cu suprafata
de aur modificata cu HSA/BSA (Au-HSA/BSA), inainte si dupa interactiunea cu
medicamentul. Prezenta unei specii redox este foarte importanta datorita caracterului
izolator al HSA/BSA.

A. Interactiuni dintre albumine (HSA/BSA) si acid folic (FA)

Acidul folic (FA), cunoscut si sub denumirea de folat, este un aliment bioactiv
hidrosolubil din complexul de vitamine B (B9). FA joaca un rol in cresterea si repararea
celulelor, unele studii aratdnd ca el blocheaza cancerul in stadiile incipiente. Deci,
deficienta FA poate duce la o varietate de probleme de sanatate umana (anemie sau
defecte ale tubului neural, cum ar fi spina bifida), dar unele studii au subliniat aparitia unor
probleme legate de aportul ridicat de folat (determinand cresterea mai usor a celulelor
canceroase). Astfel, administrarea FA are o foarte mare importanta si poate fi folosit ca
vector pentru diagnosticul si tratamentul specific al terapiei cancerului.
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A.l Caracterizarea prin CV a interactiunii HSA/BSA - FA
Albuminele contin o grupari -SH libere, fapt care permite chemosorbtia lor directa
pe suprafata de aur, metoda folositd in cazul masuratorilor electrochimice. In Fig. 1.25
prin CV-uri au fost evidentiate, atat imobilizarea filmului de HSA pe suprafata de aur prin
adsorbtia chimica (Au-HSA), cat si interactiunile dintre Au-HSA si FA. Scaderea
intensitatii varfului de oxidare al ionilor [Fe(CN)s]*~ la suprafata de Au si largirea separarii
dintre acest varf si cel de reducere (Fig. 1. 25A) dovedeste depunerea unui film continuu
de HSA pe suprafata de Au care ingreuneaza transferul sarcinilor electrice prin
interfata Au-HSA /electrolit. O scadere similara a evidentiat interactiunea dintre HSA
legat pe suprafata de aur (Au-HSA) si FA in urma careia grosimea filmului de la

suprafata Au a crescut si a incetinit transferul electronilor (Fig. 1. 25B).
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Fig. 1.25. CV (v =50 mV s) pentru: (A) Au si Au-HSA, (B) interactiunea Au-HSA cu
FA. Izoterma Langmuir pentru: (C) Ipa care descrie interactiunea Au-HSA cu FA si (D)

variatia capacitatii electrice pentru interactiunea Au-BSA cu FA si inserarea analizei de
regresie liniara. Electrolit: 0,1 M HEPES, pH 7,25 +1 mM K4[Fe(CN)g]

Interactiunea dintre FA si Au-HSA a putut fi descrisa cu ajutorul modelului
izotermei Langmuir (Fig. 1. 25C) care descrie cantitatea de FA adsorbita de pe Au-HSA
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la o temperatura constanta prin reprezentarea grafica a intensitatii curentului anodic de
oxidare (Ipa) din Fig. 1.25B in functie de concentratia FA. Modelul de izoterma Langmuir
presupune ca adsorbtia FA din solutie este monostrat, distributia situsurilor reactive de
pe suprafata adsorbanta (Au-HSA) este omogena si nu exista o interactiune laterala intre
proteine (Fig. 1.21C). Forma liniarizata a modelului de izoterma Langmuir care
descrie echilibrul dinamic in procesul fizic de adsorbtie este prezentata in ecuatia (1).

S ——

Imax K Imax

unde:
| = intensitatea curentului de varf anodic (Ipa),

Imax = intensitatea la echilibru (valoarea maxima obtinuta la saturatie) a curentului
de varf anodic (corespunzator fractiei situsurilor accesibile pentru FA in proteina HSA),

C = concentratia de FA,

K = constanta aparenta de legare dintre Au-HSA si FA (=constanta de adsorbtie
Langmuir si este legata de energia aparenta de sorbtie).

In urma prelucrérii datelor din CV a rezultat o constanta de legare Kcv-nsa-ra = 4,6
x 10° M1, care aratd ca Au-HSA are o afinitate mare pentru FA (indicator pentru o
interactiune puternica intre FA si Au-HSA).

O comportare similara a fost obtinutd in cazul interactiunii Au-BSA si FA.
Modelul de izoterma Langmuir a fost de asemenea valabil si descris cu ajutorul ecuatiei
(2) care corespunde formei liniarizate a modelului:

— c + 1 (2)

C
C Cmax K -Cmax

In acest caz, capacitatea electrica, C, corespunzatoare suprafetei de aur
modificatd cu BSA pentru un potential electric de 0,2 V a fost reprezentata in functie de
concentratia FA (Fig. 1. 21D),. Aceasta a fost calculata din CV-urile corespunzatoare
fiecarei concentratii de FA cu formula C = Al/v, unde:

Al = diferenta dintre densitatea de curent cititd pe scanarea directa si inversa a CV-
ului si

v = viteza de scanare a potentialului electric.

In urma prelucrérii datelor din CV a rezultat Kcv-ssa-ra = 4,1 x 105 ML, care arata ca
si BSA imobilizat pe suprafata, Au-BSA, are o afinitate mare pentru FA (similara cu cea
dintre FA si Au-HSA).

A.2 Caracterizarea prin EIS a interactiunii HSA/BSA - FA

Fig. 1.26A prezintd spectrele de impedanta electrochimica (diagrama Nyquist)
realizate la 0,1 V fata de Ag/AgCl, atat pentru electrozii de Au nemodificati, cat si cu Au-
HSA, cu circuitul electric echivalent utilizat pentru a se potrivi spectrelor in insertie.
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Fig.1.26. Graficele Nuyquist pentru: (A) suprafetele Au, Au-HSA, (B) interactiunea
AU-HSA cu FA si (C) izoterma Langmuir pentru Q1, care descrie interactiunea Au-HSA cu
FA. Insertie in (A): circuitul electric echivalent utilizat pentru fitarea graficelor. Electrolit:

0,1 M HEPES, pH 7,25 +1 mM Ka[Fe(CN)e]

Diagramele din Fig. 1. 26A si B au fost descrise ca dou&d semicercuri, unul
descriind comportarea sarcinilor electrice si transferul lor in regiunea de frecvente
intermediare ale potentialului electric alternativ aplicat si al doilea Tn zona de frecvente
joase. Difuzia semi-infinitd a ionilor [Fe(CN)e]3~ prin interfatd este descrisa de coada
liniaré cu panta aproape unitara la frecvente foarte joase.

Elementele circuitului electric echivalent, pentru cele doua regiuni de frecvente, au
aceeasi semnificatie cu descrierea din Sectiunea 1.1.1, A4:

e combinatia R2-CPEi1 pentru filmul Au-HSA-FA la frecvente
intermediare si

e combinatia Rs-CPE2 pentru interfata complex HSA-FA/electrolit, la
frecvente joase.
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Astfel, Q1 si Q2, care indica o masura a formarii complexului Au-HSA-FA, prin
acumularea de sarcina la suprafata aurului, urmeaza cinetica de adsorbtie Langmuir
(Fig. 1. 26 C) conform formei liniarizate a ecuatiei Langmuir de tip (2).

n urma prelucrarii datelor EIS au rezultat constante de legare aparenta la echilibru
similare, Keis-hsa-ra = (10 £ 0,5)- 10° M care arata ca Au-HSA are o afinitate mare
pentru FA (indicator pentru o interactiune puternica intre FA si Au-HSA).

Aceste valori sunt similare cu cea obtinuta prin CV si de zece ori mai mare
decat valoarea obtinuta prin masuratorile standard de stingere a fluorescentei HSA
(liberé in solutie) in prezenta FA, Kr-nsara = 9,78 - 10* ML,

In cazul interactiunii Au-BSA si FA, modelul de izoterma Langmuir a fost de
asemenea valabil si descris cu ajutorul ecuatiei (2), dar doar pentru Q2. Astfel, constanta
de legare aparenta la echilibru Tn acest caz a fost Keis-ssa-Fa = 3,70 - 10° M, un pic mai
mica decat Keis-Hsa, similard cu Kcv-ssa-ra, dar de 5 ori mai mare decéat constanta de
legare obtinuta prin stingerea fluorescentei BSA, Kr.ssa-ra = 8,70 - 10* ML,

1.2.2 Caracterizarea optica (SPR) a interactiunii albumine —

medicamente

B. Interactiuni dintre HSA/BSA si FA

Masuratorile SPR au fost efectuate intr-o celula cu doua canale (1 uL per canal),
intr-un flux continuu de electrolit (0,1 M HEPES, pH 7,4), cu un debit de 30 uL/min.
Imobilizarea HSA/BSA pe suprafata de aur a senzorilor SPR a fost optimizata prin
realizarea unui studiu de concentratie a solutiilor stoc de HSA/BSA. Senzorii SPR au fost
folositi ca atare sau functionalizati cu grupari amino (-NHz) la 25 °C.

Reproductibilitatea masuratorilor SPR pentru studiul interactiunilor BSA-FA la
suprafata de aur depinde de mai multi factori. Functionalizarea suprafetelor de aur si a
interactiunilor biomoleculare la acele suprafete au fost evaluate calitativ prin scanare
unghiulara (AS-SPR). Pentru optimizarea conditiilor de imobilizare a BSA pe
suprafata de aur, au fost folosite solutii de BSA de doua concentratii.

in ambele situatii, existd o micad modificare a intensitatii fasciculului la rezonants,
mai pronuntata pentru concentratia mai mare. La adaugarea a 60 uM FA, pot fi observate
schimbari ale unghiului de rezonanta SPR, dar si ale intensitatii reflectate, mai mici
in comparatie cu cele datorate legarii BSA, ceea ce indica atasarea moleculelor mici la
stratul BSA. in cazul concentratiei mai mari de BSA, dupa adaugarea FA, schimbarea
rezonantei catre unghiuri mai mari este foarte mica, dar intensitatea corespunzatoare
scade (variatie negativa) conform Fig. 1.27 A si B. Consideram c& o concentratie mare
de BSA provoaca aglomerarea moleculelor, care nu au fost indepartate in timpul etapei
de spalare si absoarbe mai multa lumina. Aceste molecule in exces s-au legat de
molecule de FA libere si au fost indepartate in timpul procesului de transport in masa, in
timp ce urmatoarele molecule FA se leaga de moleculele de BSA stabile, adsorbite pe
suprafata de aur. Acest lucru ne-a conditionat sa folosim in masuratorile SPR cea mai
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mica concentratie a solutiei de BSA (1 mg mL? ) pentru legarea stratului de albumina
pe suprafata.

Din analiza datelor (Fig. 1.27 C si D) a rezultat ca interactiunea SPR dintre FA si
Au-BSA urmeaza modelul Langmuir de legare, permitdndu-ne sa determinam
constanta aparenta de legare, folosind ecuatia 3 pentru intensitatea | a luminii reflectate,
Kspr-Bsa-ra = 19 x 10° M1, care este mai mare cu douad ordine de marime fata de
constanta de legare obtinuta prin metoda standard de stingere a fluorescentei, Kr-gssa-ra
=8,72 x 10* ML,
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Fig. 1.27. Monitorizarea prin AS-SPR a adsorbtiei BSA (1 si 10 mg mI™) pe Au: (A)
evidentierea variatiei unghiului SPR (B). Senzograme FA-SPR pentru imobilizarea 1 mg ml*
BSA pe Au urmata de titrarea FA (C), variatia intensitatii SPR pentru interactiunea Au-BSA

cu FA si (D) inserarea analizei de regresie liniara.

Astfel, constrangerea albuminelor la suprafata de aur a influentat orientarea
situsurilor de legare a HSA/BSA catre FA, determinand formarea unui complex
proteic mai puternic decat cel format in solutie cu HSA/BSA libera.
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In urma analizei modului de imobilizare ale BSA pe aur, concluziondm ca
interactiunea nespecifica, prin chemosorbtia directa a BSA pe Au, pare a fi potrivita
pentru o formare a unui complex puternic intre Au-BSA si FA libera.

Intrucat pentru méasuratorile SPR, BSA a fost adsorbita pe suprafata aurului mod
hidrodinamic (in timp ce solutia s-a deplasat cu vitezd mica, cu un debit de 30 mL/min),
legarea sa poate duce la formarea a mai multe straturi de proteine care interactioneazéa
prin grupari hidrofobe.

Pentru masuratorile electrochimice, moleculele BSA au fost adsorbite intr-un mod
static, dupa depunerea unei picaturi de solutie pe suprafata de aur.

Astfel, concluzionam ca imobilizarea hidrodinamica prin chemosorbtie a BSA,
permite orientarea siturilor de legare ale moleculelor proteice astfel incat sa favorizeze
legarea moleculelor libere de FA printr-o interactiune puternica.

C. Interactiuni dintre BSA si LT4

Capacitatea proteinei serice (BSA) constransa la suprafata de a interactiona
cu LT4 depinde de metoda de imobilizare. Pentru fixarea BSA pe suprafata de aur (Au-
BSA) au fost folosite doua metode:

e adsorbtia directa prin chemosorbtie si
e imobilizarea covalenta pe suprafete de aur functionalizate cu grupari
amino.

Toate masuratorile SPR au fost efectuate intr-un flux continuu (imobilizare
hidrodinamica) de 0,1 M HEPES, pH 7,4, cu un debit de 30 mL/min, cu exceptia
functionalizarii suprafetei de aur, prin adsorbtie cu Cys, cand curgerea a fost oprita timp
de 20 min (imobilizare statica).

Functionalizarea suprafetelor de aur si interactiunile biomoleculare la acele
suprafete au fost evaluate calitativ prin SPR cu scanare la unghi fix (FA-SPR).
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Fig. 1.28. Senzograme pentru imobilizarea BSA pe: (A) suprafeta de Au, (B) suprafata de Au-
Cys urmata de titrarea LT4. Electrolit: 0,1 M HEPES, pH 7,4.
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Reproductibilitatea masuratorilor SPR pentru studiul interactiunilor BSA-LT4 la
suprafata de aur depinde de mai multi factori. Pentru optimizarea conditiilor de
imobilizare a BSA prin chemosorbtie pe suprafata de aur, au fost folosite solutii de
BSA de concentratii diferite. Cea mai buna reproductibilitate a masuratorilor SPR a fost
gasita pentru concentratia solutiei de BSA de 0,5 mg mL™* (Fig. 1.28 A).

Pentru a doua metoda, de imobilizare a BSA, suprafata de aur a fost functionalizata
cu gruparea -NHz, folosind o solutie de cisteina (Cys). Legarea covalenta a BSA de
suprafata senzorului (Au-Cys) s-a realizat in mod hidrodinamic (Fig. 1.28 B).

Dupa optimizarea imobilizarii BSA pe suprafetele de aur, interactiunea acesteia
cu diferite concentratii de LT4 (prin titrare) a fost studiata (Fig. 1.28 B). Ecuatia Hill-
Langmuir, care este folosita pentru a cuantifica interactiunea din punct de vedere
farmacologic si biochimic a liganzilor la macromolecule in functie de concentratia
ligandului, este bine descrisa de ecuatia 4 si de forma ei liniarizata (ecuatia 5).

LRI I
(R [LI'+ K, [LI'+(Ky)

Iog(éj:nHlog[L] -log K, (5)

Unde:
[LnR]]

[RO
[Ro] = concentratia totala a receptorului,
[L] si [LnR] = concentratiile ligandului liber si a receptorilor legati de ligand,

= 0 = fractiunea situsurilor proteinei receptorului legate de ligand,

1 o . . - . . -
K; = P constanta aparenta de disociere la echilibru (inversul constantei aparenta

de legare),

K, = constanta de disociere microscopica (este concentratia ligandului la jumatate
de ocupare a locurilor receptorului) si

n (= ny) = coeficientul Hill ce reprezinta numarul de situri de legare al proteinei (daca
nH = 1, Ka este egal cu Ka).

In urma prelucrarii datelor obtinute prin masuratorile SPR a rezultat:

1. interactiunea Au-BSA si LT4: Ka = 74,1 - 10°® M, Kspr-asa-.LT4= 1,35 - 10* M1 si n
= 1,05,

2. interactiunea Au-Cys-BSA si LT4 a rezultat Ka = 67,6 - 10% M, Kspr-cys-Bsa-LT4 =
1,47 - 104 ML,

Astfel, constanta aparenta de legare a LT4 de Au-BSA, masurata prin SPR pentru
ambele metode de imobilizare a BSA, a fost mai mica cu doua ordine de marime decat
cea obtinuta prin masuratori standard de stingere a fluorescentei, cand BSA a fost
libera in solutie (Kr-gsa-LT4= 5,12 - 10° M1, 25 °).
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1.2.3.Caracterizarea spectroscopica a stabilitatii complexului BSA-
LT4

Spectroscopia de absorbtie UV-Vis a fost utilizatd pentru a monitoriza atat
formarea complexului BSA-LT4 (Fig. 1.29 A), cat si pentru a evidentia influenta
vitaminelor asupra stabilitatii complexului BSA-LT4 (Fig. 1.29 B-D). Din spectrul de
absorbtie UV-Vis al LT4, absorbanta maxima a fost gasita la lungimea de unda de 240
nm, cu un al doilea maxim obtinut in jurul valorii de 320 nm (Fig. 1.29A). Formarea
complexului BSA-LT4 este pus in evidenta de un maxim al absorbantei la 280 nm,
caracteristic albuminei BSA (datorita reziduului Trp).
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Fig. 1.29. Spectrele de absorbtie UV:(A) ale BSA, LT4 si BSA-LT4; ale BSA-LT4in
prezenta:(B) acid folic, (C) vitamina C si (D) vitamina B12.

Modul in care trei vitamine, care pot fi intélnite in alimente, actioneaza asupra
complexului BSA-LT4 a fost studiat prin Tnregistrarea spectrelor UV-Vis in urma titrarii
cu solutii de concentratii crescatoare de vitamina C, acid folic (FA) si vitamina B12.
Concentratia de LT4 a fost aleasa pentru a asigura saturatia sitului de legare a proteinei
cuLT4.

73



Teza de abilitare Monica Florescu

In cazul FA (Fig. 1.29B) nu exista nicio schimbare pentru absorbtia maximéa a BSA,
in timp n timp ce absorbtia maximé a L T4 se schimba putin, catre lungimi de unda mai
mari (batocromic). Cu toate acestea, un umar apare pe varful BSA, la ~ 300 nm, pentru
o concentratie mai mare de 20 uM FA, sugerand aparitia unui sistem conjugat. Atat FA,
cat si LT4 au o grupare amino si din masuratori de fluorescenta se stie ca formarea
complexului BSA-LT4 are loc prin intermediul acestei grupari.

Odata cu cresterea concentratiei de vitamina C, absorbtia maxima a BSA se
deplaseaza catre lungimi de unda mai mici (efect hipsocromic), in timp ce absorbtia
maximé a L T4 se comporta ca batocromic, ca in cazul interactiunii cu FA (Fig. 1.29C).

in prezenta vitaminei B12 (Fig. 1.29D) vérful de absorbtie al BSA rdmaéne
neschimbat, in timp ce incepand cu prima concentratie a vitaminei B12, apare un umar
la 287 nm. Varful de absorbtie specific al B12 (caracteristic in apa) apare la 362 nm, iar
pentru LT4, a fost observatd o schimbare batocromica, sugerand o interactiune mai
puternica a complexului BSA-LT4 cu vitamina B12.

Rezultatele obtinute confirma rezultatele obtinute prin studii de fluorescenta.
Interactiunile vitaminei C si ale FA cu BSA-LT4 au fost moderate, in timp ce legarea
vitaminei B12 a fost mult mai puternica, prelungind timpul de depozitare al LT4 legat
de BSA (de exemplu in plasma sanguina). Vitamina B12 stabilizeaza complexul BSA-
LT4, dar scade concentratia de LT4 liber, care este forma activa a medicamentului in
celula.

1.2.4.Concluzie partiala

Se observa ca in cazul dezvoltarii sistemelor de transport si livrare a
medicamentelor bazate pe albumine serice, studierea mecanismului de interactiune a
acestora cu fiecare medicament, este foarte importanta. Modul de realizare a
imobilizarii moleculelor proteice (hidrodinamic vs. static) influenteaza atat conformatia
proteinei, cat si expunereasiturilor de legare cu medicamentul, spre deosebire de cazul
cand moleculele se afla libere in solutie (masuratori de fluorescenta),.

Astfel, studiile in vitro aratd ca interactiunea dintre albumina si FA este mai
puternicd cand albumina este constransa la suprafata prin chemosorbtia directa.
Pentru substituentul hormonului tiroidian, complexul mai stabil este obtinut printr-o
interactiune foarte puternica dintre albumina si LT4, liberi in solutie.

Alti compusi aflati in circulatie pot, de asemenea, influenta stabilitatea
complexului. O interactiune puternica este benefica pentru transportul complexului
albumind - medicament Tin circulatia sistemica, dar scade concentratia
medicamentului liber (forma activa a medicamentului in celuld), de aceea aceste studii
trebuie corelate cu cele de eliberare si livrare controlata a medicamentelor in mod tintit.

In concluzie, formarea unui complex intre medicamentul liber si albumina
legata reprezinta o baza pentru dezvoltarea sistemelor eficiente de administrare a
medicamentelor, conjugate cu molecule transportoare: nanoparticule de aur
conjugate cu albumina sau nanoparticule de albumina. Aceste structuri sunt de mare
interes pentru medicina, pentru ca contribuie la 0 mai buna intelegere a interfetei dintre
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nanotehnologie si medicina, dar si la cunoasterea interactiunii dintre alte medicamente
sau constituenti alimentari bioactivi si complexul care transportd aceste molecule in
sistemul circulator.

1.3 Concluzie

Optimizarea modificarii si functionalizarii suprafetelor ne-a permis dezvoltarea
ulterioara a noi platformelor senzoriale pentru o detectie moleculara specifica, iar
studierea mecanismului de legare a medicamentelor de albuminele serice, ca molecule
transportoare, dar si a stabilitati complexului transportor-medicament de reprezintd o
baza pentru obtinerea unor noi sisteme administrare a medicamentelor pentru
abordari terapeutice inovatoare.

2. Dezvoltarea platformelor senzoriale

Pentru dezvoltarea unor noi modalitati de diagnostic, din ce in ce mai mult noi
platforme senzoriale sunt luate considerare cu ajutorul carora se obtin intr-un mod facil,
dar precis, identificarea, cuantificarea gi monitorizarea biomarkerilor.

Un astfel de dispozitiv poate fi sub forma unei platforme senzoriale care consta din:

1 un aparat (ex. potentiostat, spectrofotometru) conectat la
2 senzori sau biosenzori si
3 controlat prin intermediul unui software de calculator.

Un senzor, sub actiunea unui fenomen (fizic, biochimic sau biologic), furnizeaza
un semnal sub diferite forme (variatia intensitatii unui curent electric sau a intensitatii unui
fascicul de unde electromagnetice) care poate fi masurat. Parametrii senzorului pot fi
imbunatatiti prin modificarea suprafetei sale active cu ajutorul unor componente
biologice, artificiale sau combinatia lor, cu rol de recunoastere (receptori) a
moleculelor tinta (liganzi) (conform sectiunii 1).

Biomoleculele, datorita rolului lor de mediatori, transportori sau senzori biologici,
pot fi utilizate impreuna cu filme polimerice subtiri si/sau nanostructurate pentru
modificarea suprafetelor senzorilor si dezvoltarea unor noi modalitati de diagnosticare,
(biosenzori sau lab-on-chip) sau de terapie (drug delivery). Nanosistemele bazate pe
nanostructuri utilizeaza in recunoasterea unei molecule tinta unicitatea proprietatilor
nanomaterialelor. Astfel, este posibil diagnosticul molecular cu nano(bio)senzori
avansati care pot detecta concentratii foarte mici (nM si fM).

Obiective:

Pentru toate acestea este nevoie de o evaluare foarte amanuntita care permit:
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a. dezvoltarea si optimizarea procedeelor de detectie cu ajutorul
platformelor senzoriale cu suprafete modificate optimizate.
b. validarea platformelor senzoriale pentru detectia substantelor.

2.1 Senzori cu film de cobalt-porfirina

Scopul acestei cercetari a constat in dezvoltarea unor platforme noi de detectie
a dopaminei. Platforma s-a bazat pe senzori si biosenzori electrochimici optimizati in
sectiunea 1.

Obiective urmarite:
1. optimizarea parametrilor de detectie si cuantificare a dopaminei in vitro.

2. validarea detectiei dopaminei in probe reale.

Metode de detectie:

A. masuratori electrochimice de voltametrie in puls diferential (DPV).

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in:
Revisti ISI (FI = 2,677)

[1] M. Florescu*, M. David, Tyrosinase-based biosensor for selective dopamine
detection, Sensors, 2017, 17, 1314-1329.

Abstract in revista ISI (Fl = 2,527)

[2] M. David, M. Florescu*, Novel tyrosinase-based biosensor for real sample
dopamine, European Biophysics Journal with Biophysics Letters, 2017, 46(1), S328-
S328.

Reviste BDI:

[3] M. Florescu*, A. Baicu, I. Capan, Gh. Coman, Selective determination of
dopamine using modified electrodes by differential pulse voltammetry, Romanian
Journal of Biophysics, 25(2), 2015, print / ISSN: 1220-515X, electronic / ISSN: 1843-
424X.

76



Teza de abilitare Monica Florescu

[4] M. Florescu, A. Valceanu, Ghe. Coman, Aplicatii ale tirozinazei si lacazei:
biosenzori enzimatici electrochimici, Jurnal Medical Brasovean, Nr. 2, 2013, ISSN
1841-0782, e-ISSN 2247 — 4706.

2.1.1 Detectia dopaminei cu CoP (S-CoP si S-CoP-Tyr)

Oxidarea dopaminei la dopaquinona poate fi efectuata utilizand atat metale
tranzitionale, cat si cataliza prin enzime (tirozinaza). De aceea, in cazul folosirii
metaloporfrinelor, metalul central afecteaza sensibilitatea senzorului.

Senzorii cu suprafata de aur modificata, S-CoP si S-CoP-Tyr, au fost folositi
pentru cuantificarea DA, in absenta si prezenta interferentului AA.

La pH 8,0, in cazul S-CoP, atractia electrostatica dintre DA (incarcata pozitiv) si
porfirina (incarcata negativ) accelereaza transferul de electroni.

Pentru S-CoP-Tyr, CoP actioneazd ca un mediator care imbunatateste
transferul direct de electroni intre Tyr si electrozii de Au.

DA poate fi usor oxidata electrocatalic de CoP pentru a forma dopamin-o-
chinona (DOQ) care va fi redusa la suprafata electrodului.

In cazul S-CoP-Tyr, starile de oxidare ale atomilor de cupru ai tirozinazei se
schimba pentru a da diferite forme ale enzimei (Schema 1).

Met-Tyr (A)

//‘H\\
/ N\
/ N\
DA / \ g POQ
1 H,0 \
0,
DOQ e \}. DA
2 N

2 ° x
N\
AN
/ N\
», 0‘ AN
Doxy-Tyr} \, » Oxy-Tyr

Schema 1. Cataliza enzimaticd a dopaminei cu ajutorul S-CoP-Tyr.

Detectia rapida, selectiva si sensibila a DA Tn prezenta AA, a fost obtinuta prin
DPV.

Efectul modificarii suprafetei cu CoP poate fi observat prin aparitia atat a
varfului de oxidare al DA, cét si al AA la potentiale mai scazute.

Parametrii optimizati ai procedeului DPV de detectie si cuantificare a DA au fost
determinati pentru detecfia DA selectiva si sensibila, precum si pentru evitarea pasivizarii
suprafetei senzorului prin radicalii fenoxi (dopachrom).

Folosind setarile optimizate de pretratare senzorul de Au modificat cu CoP a
avut un raspuns liniar pana la 50 yM DA, o sensibilitate S = 0,577 + 0,041 pA pM* cm™?
cu o limita teoretica de detectie de LOD = 0,98uM .
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Procesele de detectie si cuantificare ale DA au fost studiate si in prezenta
interferentul principal, AA.

La o concentratie constantd de 200 uM AA (similara cu cea aflatd in sénge)
sensibilitatea senzorului S-CoP pentru DA a fost 0,561 * 0,01 pA pM cm=2 si LOD =
2,46 pM (R? = 0,997) (Fig. 2.1A). Figura 2.2 prezinta raspunsul biosenzorului S-CoP-Tyr
pentru DA la schimbarea concentratiei AA (A), respectiv la mentinerea constanta de
200 UM AA (B).

Pentru concentratii simultane crescéatoare pentru AA si DA, (Fig. 2.1B) detectia DA
s-a facut cu o sensibilitate de 0,443 + 0,01 pA pM1 cm2 si LOD =3,13 yM (R? = 0,996).
Biosenzorul S-CoP-Tyr a prezentat cea mai mare sensibilitate pentru DA de 1,22 + 0,02
MA cm2uM1siLOD =0,43 uM (R? = 0,997) in domeniul 2 - 30 uM, (o crestere simultana
a concentratiilor de AA si DA) conform tabelului 2.1.

J (pA cm™)
J (nA em?)

T 1w 3 T T T T 1
Lo L 21 oo 21 02 02

E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. AglAgCl

Fig. 2.1 Raspunsul senzorului S-CoP: (A) in prezenta a 200 uM AA. Concentratia DA:
0-50 uM (a - f). (B) Concentratia DA: 10 -50 UM (a - e) si AA: 50 - 250 uM. Electrolit:
NaPB 0.1 M, pH 8,0, v =10 mV s™. tc/td =20s/40s.

70 25
) - @) DA (B)
260 uM
200 M
— 150 M —— 50 oM
41 ——100 40 WM
—— 50 M S 30 M
— 26 M o 20 M

0 e 10 M

PrAcm”
fua cm®

EN vs AgiAg( E/V vs. Ag/AgCI

Fig. 2.2. Raspunsul biosenzorului S-CoP-Tyr la: (A) variatia simultana a DA si AA.
(B) 200 uM AA si DA variabil. Electrolit: 0,1 M NAPB, pH 8,0 v=50 mV s,
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Tabel 2.1. Parametrii senzorilor S-CoP si S-CoP -Tyr pentru detectia DA in
prezenta si absenta AA (valori fixe si variabile).

Linearitate S LoD
Analit Bio/sensor
/UM /UA-cm~2.mM-1 /UM
CoP 10-50 0,57 0,98
DA
CoP-Tyr 2-30 1,22 0,43
CoP 20-50 0,56 2,46
DA si AA fix
CoP-Tyr 10-30 1,21 0,52
CoP 20-50 0,43 3,13
DA si AA var.
CoP-Tyr 10-30 1,21 0,55

2.1.2.Detectia DA in probe reale

Performantele senzorilor si biosenzorilor au fost testate pentru detectia
medicamentului (clorhidrat de dopamina) folosind metoda aditiilor standard (SAM)
si calculul gradului de recuperare a concentratiei (tabelul 2.2.

Tabel 2.2. Concentratia DA in probe reale de medicament (n = 3) prin SAM

Senzor DA DA DA RSD Recuperarea
Specificat/uM Adaugat/uM  Obtinut/pM (%) (%)
26.36 0 27.38+£0.83 5.9 103.0
26.36 10 36.57+£1.02 5.2 100.5
S-CoP
26.36 20 46.12+0.53 2.1 99.0
26.36 30 5442 £+0.97 3.2 96.0
3.00 0 3.17+0.32 2.6 105.0
3.00 2 5.07+£0.28 4.0 101.0
S-CoP-Tyr
3.00 4 6.24 £ 0.25 2.7 89.0
3.00 6 8.07 £ 0.59 4.7 89.0

Dupa analiza datelor se recomanda utilizarea biosenzorului in probe reale de
medicamente (RSD = 4,7%). Recuperarea medii a fost de 96% pentru biosenzorul S-
CoP -Tyr si 99,6% pentru senzorul S-CoP . Determinarea concentratiei DA a fost
realizata folosind si curbele de calibrare ale senzorilor S-CoP si S-CoP-Tyr. Gradul de
recuperare pentru fiecare valoare gasita este prezentata in Tabelul 2.3.
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Tabelul 2.3. Determinarea DA in probe reale de medicament (n = 3) cu curba de
calibrare

DA Specificat DA Obtinut DA found Recuperarea
Senzor

/UM /UM /UM (%)
26.36 29.05 110
S-CoP 26.36 26.18 27.50 + 1.45 99
26.36 27.28 103
3.00 3.43 114
S-CoP-Tyr 3.00 2.79 3.10+0.32 93
3.00 3.09 103

2.1.3 Concluzie partiala
Senzori de aur cu suprafata modificata cu cobalt-porfirina (CoP) si tirozinaza
(Tyr), au fost folositi pentru detectia si cuantificarea dopaminei in vitro.

Sensibilitatea biosenzorului S-CoP-Tyr a fost mai mare (LOD mai scazut) fata
de DA in prezenta AA. In acest caz, CoP actioneaza ca mediator electrochimic,
facilitand un transfer imbunatatit al electronilor, iar Tyr a ajutat la cresterea
sensibilitatii si selectivitatii senzorilor pentru DA.

Astfel, biosenzorii cu suprafete de aur, S-CoP-Tyr, dezvoltati de noi si-au
dovedit utilitatea pentru dozarea dopaminei in vitro (medicamente) si constituie o baza
pentru dezvoltarea ulterioara a metodei de detectie sensibila si selectiva a
dopaminei in probele biologice (saliva, ser, urinad).

2.2. Senzori cu structuri enzimatice multistrat (LbL)

Strategiile curente de dozare a glucozei sunt utilizate in special in vitro. Pe langa
metodele standard folosite in laboratoarele de analiza, analiza electrochimica prezinta
o sensibilitate mare, un raspuns rapid si este usor de folosit. Biosenzorii enzimatici
electrochimici folosesc o anumita enzima care catalizeaza o reactie biochimica, urmata
de oxidarea sau reducerea unui produs electroactiv al reactiei enzimatice.

Scopul acestei cercetari a constat in dezvoltarea unei platforme pentru
cuantificarea glucozei. Platforma s-a bazat pe biosenzori electrochimici cu suprafata
modificata cu structuri enzimatice multistrat auto-asamblate prin metoda strat-pe-
strat (Layer-by-Layer, LbL) (optimizati in sectiunea 1).

Obiective urmarite:
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1. optimizarea parametrilor de detectie si cuantificare a glucozei in vitro.

2. validarea detectiei in probe reale.

Metode de detectie: masuratori de amperometrie.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in:
Revista ISI (FI = 6,393)

[5] M. David, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, M. Florescu*, Improved glucose label-
free biosensor with layer-by-layer architecture and conducting polymer poly(3,4-
ethylenedioxythiophene), Sensors and Actuators B, 255 (2018) 3227-3234.

Proceedings ISI

[6] M. David, M. Florescu*, M. M. Barsan, C. M.A. Brett, Label-free evaluation of
carbon nanoparticles in Layer-by-Layer self-assembled enzyme-based biosensors,
Procedia Technology 27 (2017) 304 — 305; DOI: 10.1016/j.protcy.2017.04.125.

[7] M. Florescu, Evaluation of Functional Features of Immobilized Enzymes Using
Electrochemical Label-Free Methods, Advances In Biomedicine And Health Science,
Recent Advances in Biology and Biomedicine Series, Proceedings of 2nd WSEAS ISI
International Conference on Biomedicine and Health Engineering (BIHE '13), June
1-3, 2013, Brasov, Romania. ISBN: 978-1-61804-190-6, ISSN: 1790-5125, Proceedings
of the International Conferences ISBN: 978-1-61804-196-8, WSEAS Press.

Capitol de carte:

[8] M. David, M. Florescu, M. M. Barsan, L. Tugulea and C. M.A. Brett,
Development and Characterization of Layer-by-Layer Biosensors Based on PEI(+)/GOx(-
) Layers Using Label-Free Methods, in Sensing in Electroanalysis, Vol. 8 (K. Kalcher,
R. Metelka, |. Svancara, K. Vytias; Eds.), pp. 329-346. 2013/2014 University Press
Centre, Pardubice, Czech Republic. ISBN 978-80-7395-782-7 (printed); 78-80-7395-783-
4 (pdf).

2.2.1.  Detectia glucozei cu structuri enzimatice LbL
Detectia glucozei s-a realizat prin imobilizarea pe suprafata senzorului de aur a
enzimei GOX al carei rol a fost de a cataliza oxidarea glucozei la acid glucuronic si
H20:2 (apa oxigenata)

Senzori folositi ca baza pentru arhitecturile LbL au de doua tipuri:

1. electrod bara de aur si
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2. electrozi imprimati cu film de carbon modificati cu CoPC (CoPC-SPE).

Structurile LbL de filme nanometrice au fost construite pe suprafetele senzorilor
prin auto-asamblarea moleculelor incarcate cu sarcina electrica opusa (prin

interactiuni electrostatice din solutii de polielectroliti). Un model este prezentat in Schema
2:

/NG/GOx g\:z ).... o '
P { — — @ < ——. &

/NG/GOx

PEDOT

Au electrode

Schema 2. Arhitectura LBL a ansamblului multistrat

Astfel, doua arhitecturi LbL cu GOX au fost obtinute pe senzorii functionalizati
conform sectiunii 1.1.1:

e AuU/Cys/{PEI*/GOX}n, n=1,2,3.
e Au//PEDOT/chit*(NG+GOX)/PSS}n, n=1,2,3,4

Metoda de detectie a glucozei a fost amperometria la potential fix de -0,2 V.
Valoarea potentialului aplicat ajutd la micsorarea efectelor datorate interferentilor,
fiind aproape de potentialul formal al cofactorului FAD/FADH-> al enzimei GOX.

Dupa adaugarea unor concentratii crescatoare de glucoza, s-au remarcat cresteri
corespunzatoare ale intensitatii curentului catodic datorate reactiilor de oxidare
inregistrate la suprafata ambilor biosenzori. Doua mecanisme enzimatice au fost luate
in considerare pentru explicarea fenomenelor, tindnd cont ca niciun mediator nu a fost
prezent in structura biosenzorilor:

1) Are loc regenerarea directa a cofactorului enzimatic FADH2 prin
oxidarea sa la suprafata electrodului,

2) O2 a fost utilizat ca acceptor de electroni de la FADH2 pentru a forma
H20o.

Am concluzionat ca dominant pentru ambii biosenzori este primul mecanism
enzimatic (Fig. 2.3).
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Fig. 2.3. Mecanismele de oxidare ale glucozei catalizate de GOX la suprafata
senzorului Au//PEDOT/{chit"(NG+GOX)}n, in 0,1 M NaPB pH 7,0 la -0,2 V vs. Ag AgCl.

Modificarea curentului catodic a fost mai mare in cazul nanobiosenzorului

datoritd prezentei NG si PEDOT-ului.

In Fig. 2.4 sunt reprezentate curbele de calibrare corespunzatoare celor doi
biosenzori. In ambele cazuri s-a observat ci existd o crestere semnificativd a
sensibilitatii de la primul bistrat Lb, dar al treilea a condus la o scadere a sensibilitatii
biosenzorilor (difuzie ingreunatda a moleculelor printre straturi). Cea mai mare

sensibilitate a fost pentru biosenzorii cu 2 bistraturi LbL:

- 282 nA cm2mM? pentru Au/Cys/{PEI*/GOX}o..
- 237 £3 yA cm? mM? pentru Au//PEDOT/{chit*(NG+GOX)/PSS}..

300

A1 @ S=237pAem mM ®)
m 1 bistrat " 250 R =0998 B
e 2 bistraturi | LoD =41, M -
- bistratorn
N ¢ > a 200 4
: o -
< . § 1%
e o 4
3 - 1 |
d . 3, 100 =4 ?
4 o | = x’_A |
- w / ‘mAlm
- - i
« 1 T
a8, = A
0 0 s - 00 05 10 15 20 25 30 3.
[Glucose) /mM [Glucose] /I mM

Fig. 2.4. Curbe de calibrare ale biosenzorilor: (A) Au/Cys/{PEI*'GOX}n,
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Prezenta nanoparticulelor, NG, si a polimerului conductor PEDOT a dus la o
crestere a sensibilitatii cu trei ordine de méarime, comparativ cu biosenzorii bazati pe
structuri similare LbL dezvoltati fara PEDOT.

2.2.2. Detectia glucozei in probe reale

Biosenzorii Au/PEDOT/{chit*(NG+GOX)/PSS}2 au fost testati pe probe reale (trei
tipuri vinuri preparate din struguri albi). Pentru determinarea concentratiei de glucoza
metoda aditiilor standard (SAM) a fost utilizata, iar valorile calculate sunt prezentate in
tabelul 2.4.

Tabelul 2.4: Concentratia glucozei in vinuri (n = 3) utilizand SAM.

Metoda

_ _ Recuperarea
Metoda AU/PEDOT/chit*(NG+GOX)}> spectrofotometri .
ca Bohringer (%)
2,69+ 0,30 2,83+ 0,34 105
Glucoza
G 1 2,35+ 0,24 2,29+0,17 97
gl
2,25+ 0,14 2,27 +£0,12 101
2.2.3. Concluzie partiala

Biosenzori electrochimici au fost optimizati si folositi pentru detectia glucozei.

Modificarea suprafetelor functionalizate ale senzorilor a fost realizata cu structuri
enzimatice LbL depuse cu ajutorul bistraturilor: {PEI*/GOX}1-3, si {chit"(NG+GOX)/PSS
}1-a.

Cea mai mare sensibilitate a fost remarcata pentru biosenzorii in configuratia cu
doua bistraturi LbL, Au/PEDOT/{chit*(NG+GOX)/PSS}2, S =237 £ 3 pJA cm? mM™* cu
o LOD =41 uM.

Biosenzorii obtinuti au fost testati pe probe reale pentru detectia glucozei in
vin.

Rezultatele obtinute recomanda dezvoltarea biosenzorilor electrochimici de
aur modificati cu nanoparticule si filme de polimer conductor pentru detectia
viitoare a glucozei in probe biologice (saliva, ser, urina).
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2.3 Senzori electrochimici cu nanomateriale

Nanomaterialele au dimensiuni care variaza de la 1 la 100 nm si datorita
raportului mare suprafata-volum poseda proprietatile unice care favorizeaza fabricarea
senzorilor si biosenzorilor electrochimici cu selectivitate si limita de detectie (LOD)
imbunatatite.

Scopul acestor cercetari a constat in dezvoltarea si optimizarea unor platforme
noi bazate pe nanomateriale pentru detectie rapida. Platformele s-au bazat pe senzori
electrochimici cu suprafata modificata cu nanostructuri de carbon si de aur
(optimizati in sectiunea 1).

Obiective urmarite:

3. optimizarea parametrilor de detectie si cuantificare a levotiroxinei (LT4) in
vitro.

4. optimizarea parametrilor de cuantificare a capacitatii antioxidante totale in
vitro.

5. validarea detectiei in probe reale.

Metode folosite:

o Senzori electrochimici cu nanostructuri de carbon (CNT si G).
o Senzori electrochimici cu nanozime de aur.

Rezultatele prezentate in acest capitol au fost publicate in urmatoarele
reviste:

Revista ISI (FI = 3,031)

[9] M. David, A. Serban, C. V. Popa, M. Florescu*, Nanoparticle-based label-free
sensors for screening the relative antioxidant capacity of hydro-soluble plant extracts,
Sensors, 2019, 19(3), 590.

Revista ISI (FI = 4,474)

[10] M. David, A. Serban, C. Radulescu, A. F. Danet, M. Florescu*,
Bioelectrochemical evaluation of plant extracts and gold nanozyme-based sensors for
total antioxidant capacity determination, Bioelectrochemistry, 2019, 129, 124-134.

Revista ISI (FI = 4,464)

[11] M. David, A. Serban, T.A. Enache, M. Florescu*, Electrochemical
guantification of levothyroxine at disposable screen-printed electrodes, Journal of
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Electroanalytical Chemistry, 2022, 911, 116240. DOI: 10.1016/}.jelechem.2022.116240.
Fl. 4.464.

Abstract in revista ISI (FI = 2,527)

[12] M. Florescu* M. David, A. Serban, C. Radulescu, C. Stihi, D. Lazurca,
Nanoparticle-based electrochemical sensor for antioxidant activity monitoring in plant
extracts, European Biophysics Journal with Biophysics Letters, 2017, 46(1), S137-S137.

Abstract in revista ISI (FI = 3,854)

[13] M. Florescu, M. David, A. Serban, Nanozyme modified electrochemical
biosensors as rapid screening tools for biomolecules, Biophysical Journal, 2019, 116(3),
148A.

Proceedings ISI

[14] M. David, A. C. Chebac, M.G. Chirita, M.J. Carezim, C. Santos, M. Florescu?*,
An impedimetric sensor for levothyroxine detection towards point of care applications,
2021 IEEE International Workshop on Impedance Spectroscopy (IWIS), 2021, 99-103,
DOI: 10.1109/IW1S54661.2021.9711839.

Revista BDI

[15] M. Florescu, Ghe. Coman, Label-free methods for real-time analysis used in
oxidative stress biomarkers detection, Bulletin of the Transilvania University of
Brasov, Vol. 6 (55) No. 1, pp. 9-18, 2013, Series VI. Medical Sciences. Transilvania
University Press, Brasov.

2.3.1.Senzori cu nanoparticule carbonice si de aur
Folosirea nanoparticulelor prezinta avantaje care ofera senzorilor selectivitate
si sensibilitate crescute, precum si o performanta generala superioara potrivite
pentru dezvoltarea unei platforme senzoriale pentru detectia LT4.
In urma optimizarii parametrilor de detectie (sectiunea 1), s-au evidentiat
proprietatile crescute fata de LT4 prin utilizarea senzorilor cu film de carbon si
modificati cu nanoparticule carbonice: SPE-CNT la pH 4,00 si a SPE-G la pH 7,0.

A. Cuantificarea LT4 cu nanoparticule carbonice
Pentru a realiza identificarea si cuantificarea mai rapida, selectiva si sensibila
a LT4 a fost folosita DPV, cu preconcentrare la un potential fix.

De asemenea, in etapele anterioare de optimizare, am observat din CV ca exista
doua varfuri de oxidare (O1 si O2) care pot fi monitorizate. O1 este caracteristic oricarui
compus care contine o grupa fenol, ceea ce ne permite sa crestem specificitatea
senzorilor prin monitorizarea varfului de oxidare O2 care este al produsului de
oxidare LT4.

> Au fost realizate doua scanari DPV succesive. Scan 1 a generat :
Scan 1 a generat :
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A. pentru SPE-CNT la pH 4,00: regiune liniara intre 0,5 + 3,0 yM LT4, cu S =
1,76 £ 0,2 pA cm™ uM~ si LoD = 0,15 pM,

B. pentru SPE-G la pH 7,00, au fost observate doua regiuni liniare: Primul intre
0,5+1,5 yM LT4, cu S=5,41+0,3 pA cm™2 pM™1, siLoD = 0,14 pM si un al
doilea intre 2,0+11 pM LT4, cu S= 1,59 pA cm™2 uM~tsi LoD = 1,47 uM.

Scan 2 a generat raspunsuri mult mai mari ale ambilor nanosenzori, prin urmare,
a fost introdusa o etapa de pretratament in masuratorile DPV prin aplicarea unui
potential de pre-concentrare apropiat de potentialul de oxidare al O1. In acest fel,
gruparea fenol a LT4 este oxidata si a putut fi monitorizat varful O2, caracteristic LT4,
care a aparut mai pronuntat.

Masuratorile DPV efectuate in conditile mentionate mai sus, au evidentiat ca
performanta analitica a senzorilor s-a imbunatatit semnificativ (Fig. 2.5A).

101 o
(A) (B) I
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— =
i =~ _ S =4.040.08 pA em? pM"
N ). R? =0.998
24 s LoD = 30 nM
— 0.1 M LTS
i
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EIV vs.Ag [LT4] 1 pM

Fig. 2.5. (A) Raspunsul DPV pentru SPE-CNT la cresterea concentratiei de LT4, si
(B) Curba de calibrare corespunzatoare, n = 3. Electrolit: 0.1 M AcB, pH 4.0.

Fig. 2.5B prezinta curba de calibrare corespunzator, cu o regiune liniara de péna
la 1 uM LT4. Prin aplicarea unui potential de pre-concentrare, sensibilitatea SPE-CNT
a crescut de mai mult de doua ori, la S = 4,0 + 0,06 pA cm-2 uM-1, in timp ce LoD a
fost de 3 ori mai mic, LOD = 30 nM. in cazul SPE-G, performantele analitice au fost de
asemenea imbunatatite cu S = 86,64 £ 11,5 pA cm-2 pM-1, LoD = 48 nM, dar a fost
dificil de obtinut rezultate reproductibile.

Astfel, in medii acide CNT-urile (care erau functionalizate cu gruparea carboxil) au
favorizat interactiunea cu gruparea amino din structura LT4 evidentiind proprietétile
electrocatalitice crescute ale SPE-CNT fata de LT4.

B. Cuantificarea LT4 in probe reale cu nanoparticule carbonice
Senzorul SPE-CNT a fost utilizat In continuare pentru analiza probelor reale. In
acest scop, serul fetal bovin (FBS) a fost ca a fost folosit ca matrice reala diluat intr-un
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raport de 1:99 in AcB, pH 4,0. Folosind aceleasi conditii din sectiunea de mai sus, DPV-
urile au fost inregistrate in dilutia FBS pentru diferite concentratii de LT4 din domeniul
fiziologic pentru organismul uman (Fig. 2.6A). Fig. 2.6B prezinta curba de calibrare
corespunzatoare, cu o regiune liniara de pana la 250 nM LT4 si LOD ~23 nM.

Acestea rezultate sunt promitatoare pentru dezvoltarea unui POC pentru analiza
probelelor biologice reale care sa permitd monitorizarea tratamentului afectiunilor
tiroidiene.

0.28 @ 33- ® )
0244 304 ' [ .
—— 900 nM LT4 274 i L I
L]
e 020 i o 241 .
£ ;
5 o1e £ 214 i
N [+ I
i o 18- [
= 0121 = 15l !
ﬂ ]
0.08 4 | q 124 . S =0.008 £ 0.3*10° pA cm™ nM
— 50 nM LT4 0.9+ R* = 0.991
0.04 - 06l ¢ LoD = 23.25 nM
0.00 +—— —_— 0.3+ : . T - -
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Fig. 2.6. (A) Raspunsul DPV pentru SPE-CNT la cresterea concentratiei de LT4, si
(B) Curba de calibrare corespunzatoare, n = 3. Electrolit: FBS in 0.1 M AcB, pH 4.0.

2.3.2.Senzori cu nanozime (enzime artificiale)

Nanoparticulele de aur (AuNP) au proprietati conductoare foarte bune, o
Suprafaté activa imbundétéatita, sunt biocompatibile si faciliteaza transferul electronilor intre
molecule biologice electroactive si senzor.

AuNP au fost utilizate in aceste cercetari ca nanozime datoritd activitatii
catalitice lor asemanatoare cu cea a enzimelor naturale. Astfel, problemele legate de
imobilizarea enzimelor si de stabilitatea lor pe termen lung pot fi depasite.

Senzorii imprimati cu film de carbon si nanozime de aur (SPE-AuNP) au fost
optimizati pentru estimarea si cuantificarea activitatii si capacitatii antioxidante
totale (sectiunea 1). Principiul de  functionare s-a  bazat pe
anihilarea/captarea/neutralizarea H202 de antioxidantii prezenti in probele cu
capacitate antioxidanta.

Folosind sensibilitatea SPE-AuNP am reusit sa calculam doi parametri,
capacitatea antioxidanta totala relativa (RAC) si absoluta (TAC) care sa ne ajute la
caracterizarea proprietatilor antioxidante ale probelor biologice, Tn particular a
extractelor vegetale.

Capacitatea antioxidanta totala a fost fi exprimata in functie de concentratia
antioxidantilor standard:
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3.1 inechivalent de acid ascorbic (AAE).

3.2 inechivalent Trolox (TE).

Validarea metodei electrochimice a Din compararea rezultatele obtinute prin
metoda amperometrica cu cele obtinute prin metodele clasice, am obtinut

C. Cuantificarea capacitatii antioxidante totale relative (RAC)
RAC a fost determinat prin formula de mai jos:

RAC = 2="2100 (%)
0

In functie de sensibilitatile senzorilor pentru H202:
So = 1n absenta lui Ext. si
Se =n prezenta Ext.

Pentru a putea calcula RAC-ul fiecarui extract, (Ext):

> a fost construita curba de calibrare pentru H202 a SPE-AuNP in absenta
Extractelor (Fig. 2.7A) cu sensibilitatea: So = 37,29 + 0,87 A cm? mM? (n = 3).

> a fost construita curba de calibrare pentru H202 a SPE-AuNP in prezenta unui
extract E (Fig. 2.7B) cu sensibilitatea: Se = 2,71 + 0,2 yA cm? mM1 (n = 3).

> Au fost calculate valorile RAC pentru mai multe extracte.
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Figura 2.7. (A) Raspunsul amperometric al SPE-AuNP la adaugarea de H202 cu si
fara extract, (B) Curbele de calibrare. Electrolit: 0,1 M NaPB, pH 7,0. la 0,55 V vs. Ag/AgCl.

Cu ajutorul RAC se pot determina extractul cu cea mai mare capacitate
antioxidanta totala (Fig. 2.8).
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Fig. 2.8. Histograma cu valorile RAC calculate pentru toate extractele vegetale

Curbele de calibrare pentru SPE-AuUNP au fost realizate in AAE siin TE (pentru o
valoare fixa 0,5 mM H20:). Extrapoland regiunea liniara a curbelor de calibrare, valorile
RAC obtinute pentru fiecare Ext. au fost asociate cu concentratiile AA/Trolox (Fig. 2.9 si
2.10).
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Fig. 2.9. (A) Curba de calibrare a SPE-AUNP pentru AA. (B) RAC exprimate in AAE.
Electrolit: 0,1 M NaPB, pH 7,0 +0,5 mM H203, la 0,55 V vs. Ag/AgCI.
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Fig. 2.10. (A) Curba de calibrare a SPE-AuUNP pentru Trolox. (B) RAC exprimate in
TE. Electrolit: 0,1 M NaPB, pH 7,0 +0,5 mM H20-, la 0,55 V vs. Ag/AgCI.

D. Validarea RAC electrochimic folosind metode spectroscopice
Spectroscopia de absorbtie UV-Vis este folosita pentru caracterizarea
proprietatilor antioxidante ale unei probe biologice prin urmarirea procesului de
anihilare a H202. In Fig. 2.11A sunt prezentate spectrele de absorbtie UV-Vis pentru
H202, iar curbele de calibrare corespunzatoare pentru H202 in absenta si in prezenta
unui extract la A = 225 nm sunt in Fig. 2.11B.
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Fig. 2.11. (A) Spectrele de absorbtie UV-Vis la adaugarea de H>O in prezenta si in absenta
extractului. (B) Curbele de calibrare. Electrolit: 0,1 M NaPB, pH = 7,0. A = 225 nm.

RACs, a fost calculat in acelasi mod cu cel prin metoda electrochimica (SPE-
AuNP):
RAC, =222 4100

Yo

In functie de panta curbei de etalonare pentru H202:
Yo = Tn absenta Ext. si
ye = 1n prezenta Ext.
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in tabelul 2.5 sunt prezentate valorile RAC obtinute prin cele douad metode pentru
extracte de lavanda si catina.

Table 2.5. RAC (%) pentru extracte de lavanda si catina

Extract RAC RAC Recuperarea
Electrochimic (%) Spectrofotometric (%) (%)
Lf Aa US 83,8+ 0,04 776+0,11 107,99
Hf Aa US 72,8 +0,22 79,0 £ 0,09 92,15
LfAaT 78,5+ 0,03 84,5 + 0,07 92,90
Hf Aa T 69,6 + 0,20 81,9+0,24 84,98
60
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Fig. 2.12. Corelarea dintre electrochimie (EC) si
chemoluminescenta (CL). Coeficient de corelatie: r = 0,822.
Diferentele dintre valorile RAC pot fi explicate daca se tine cont de faptul ca cele
douad metode méasoara proprietati diferite ale solutiilor.

Corelatia lui Pearson, valoarea r = 0,822, a fost obtinuta, indicand o corelatie
pozitivd intre cele doud metode. In Fig. 2.12 este prezentat graficul de dispersie a
rezultatelor, din care reiese o tendinta liniara modul pentru cele doua metode, n
conformitate cu valoarea lui r.

E. Estimarea activitatii antioxidante prin studii cinetice
Capacitatea antioxidanta (CA) reprezinta eficienta de conversie a unui radical
liber prin anihilarea cu un antioxidant, iar activitatea antioxidanta (AA) este corelata
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cu cinetica reactiei dintre radicalul liber (oxidant) si antioxidant, fiind echivalenta cu
cantitatea de radicali liber capturat de antioxidanti (exprimata in molij). Pentru o proba (un
extract, Ext.) AA a fost estimata prin studierea cineticii reactiei de anihilare a H202 in
prezenta unui singur antioxidant din E (inhibare competitiva).

Constantele cinetice ale consumului de H202, in prezenta antioxidantilor, au fost
calculate cu ajutorul senzorului amperometric SPE-AuNP. Tn Fig. 2.13A este reprezentata
descresterea curentului de oxidare a H202 in functie de timp. Dupa adaugarea H202
in electrolitul de lucru, curentul a scazut exponential in timp, cu inclinari diferite in
functie de activitatea antioxidanta totala a fiecarui tip de extract.

b . (T) (B)

[CIHf (US)
1.25 - I Lf(T) M
g EEELF(US) M

1(pA)

Hf/LfAa Hf/LfAb Hf/LfGa Hf/LfGb Hf/LfPGa Hf/LfPGb

Extract

Fig. 2.13. (A) Descresterea curentului anodic inregistrat cu SPE-AUNP la oxidarea
H20; in prezenta extractelor de lavanda si catina hidroalcoolice. (B) Histograma constantei
cinetice, k, pentru reactia de anihilare a H0Os.

Un model cinetic de ordinul intai a fost folosit pentru reactia de anihilare a
H202. S-au luat in considerare primele 300 de secunde ale curbelor din Fig. 2.13A.
Constanta vitezei (k) a fost determinata din panta graficului fitatd cu ecuatia modelului:

In+ = —kt
Iy

In Fig. 2.13B sunt prezentate valorile constantei K ca un indicator relativ al
activitatii antioxidante totale. Cu cat exista mai multi compusi puternic antioxidanti in
extractul studiat, cu atat este mai mare valoarea lui k.
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2.4 Concluzii

Scopul acestor cercetari a constat in dezvoltarea si optimizarea unor platforme
noi, bazate pe nanomateriale, cu performante imbuné&tatite, ca instrumente de
screening rapid pentru diverse molecule cu rol de biomarker, pentru obtinerea unui
diagnostic rapid, sau medicament, pentru monitorizarea tratamentului in timp real si
obtinerea unei terapii eficiente.

Platformele s-au bazat pe senzori electrochimici, cu suprafata modificata cu
nanostructuri de carbon (nanotuburi de carbon, CNT, sau grafena, G) si metalice
(nanoparticulele de aur, AUNP). Acestea au fost utilizate pentru detectia substituentului
hormonal LT4 si a H202, ca model de ROS stabil, si pentru determinarea indirecta a
capacitatii antioxidante totale n vitro. Rezultatele au fost validate pe probe reale.

In urma evaluérii performantelor a reiesit c& senzorii electrochimici cu film de
carbon si CNT, SPE-CNT, pot fi folositi pentru a identifica si cuantifica LT4, prin DPV la
pH 4.0, cu o sensibilitate mare si o limita de detectie scazuta, potrivita valorilor fiziologice
de 23 nM.

Senzorii electrochimici SPE-AuNP au evidentiat rolul de catalizator al AUNP
pentru H202, prin mimarea peroxidazei (nanozime de aur) si, folositi impreuna cu CV
si DPV pentru evaluarea capacitatii antioxidante totale.

Se recomanda folosirea senzorilor electrochimici cu nanomateriale, pentru
probe biologice reale pentru a deschide posibilitatea dezvoltarii unor dispozitive noi
care sa permita detectia si monitorizarea terapiei la punctul de ingrijire: pentru pacientii
cu boli cronice aflati in tratament cu LT4 sau alte medicamente, pentru estimarea
cresterea cantitatii de ROS stres oxidativ).
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PARTEA A lI-A. PLANURI DE EVOLUTIE $I DEZVOLTARE A
CARIEREI

Planul de dezvoltare al carierei mele universitare vizeaza impletirea cu succes a
activitatilor didactice si de cercetare stiintifica interdisciplinara in domeniul
cercetarilor biomedicale si translatarea rezultatelor cercetarii in medicina. Tmi
propun sa realizez cat mai multe din obiectivele didactice si stiintifice ce imi revin atat din
rolul de cadru didactic, cat si de cercetator, si sa promovez standarde ridicate de
excelenta academica si profesionala si colaborarea cu colegii si studentii.

Pentru viitor imi propun continuarea activitatii stiintifice desfasurata pana acum,
dar si deschiderea unor noi directii de cercetare. Scopul principal al cercetarilor viitoare
se incadreaza in domeniul cercetarilor stiintelor nano- si biomedicale, care implica
imbinarea cunostintelor de biofizica, bionanotehnologie, nanomedicind si medicing
preclinica, luand in considerare starea actuald pe plan national si international a
cercetarilor si obiectivele realizabile in viitorul apropiat si lung.

Pe masurd ce interactiunile biologice apar la scara nanometrica,
nanotehnologia deschide numeroase oportunitati. Nanomedicina este aplicatia
medicala a nanotehnologiei. Aceasta variaza de la aplicati medicale ale
nanomaterialelor si dispozitivelor biologice pana la posibile aplicatii viitoare ale
nanotehnologiei moleculare, cum ar fi masinile biologice.

Cancerul este una dintre bolile cu cea mai mare incidenta si mortalitate din lume
si, in ciuda tuturor progreselor inregistrate in terapia cancerului in ultimii ani, exista
limitari ale medicamentelor chimioterapeutice conventionale, care includ
solubilitatea scazuta in apa, livrarea incorecta a medicamentului in tumora si aparitia
reactiilor adverse la administrarea repetata. Mai mult, medicamentele chimioterapice
utilizate in prezent ofera adesea o selectivitate insuficienta pentru a diferentia celulele
canceroase de celulele normale, ceea ce duce la o varietate de efecte secundare si in
cele din urma la toxicitate sistematica. Ca raspuns la aceste limitari, nanoterapiile
bazate pe nanomateriale, in special pe nanoparticulele bio-sintetizate, au aparut ca
o alternativa promitatoare la terapiile conventionale, sporind stabilitatea, solubilitatea
si timpul de injumatatire in circulatie a compusilor terapeutici, oferind astfel instrumente
noi pentru detectarea avansata, diagnosticul si tratamentul cancerului.

Prin urmare, nanoparticulele (NP) versatile, cum NP de aur (AuNP), NP proteice
(de albumine serice - SANP) si NP lipidice (liposomi), au atras o atentie marita in
ultimele decenii in multe domenii, printre care si in domeniul biomedical. NP pot fi
proiectate in diferite forme si marimi, cu proprietati fizice si chimice diferite si
ajustabile. Astfel, NP-urile pot fi utilizate atat in diagnostic, ca etichete in metodele de
imagistica sau biodetectie (AuNP) si pentru cresterea performantelor acestora, cat si
in terapie pentru obtinerea sistemelor de administrare controlata a medicamentelor,
terapiilor fotodinamice si sonodinamice sau a terapiilor combinate (AuNP, SANP,
LipN).
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Planuri de evolutie si dezvoltare a carierei profesionale si
stiintifice

Planul de cercetare propus va fi impartit in urmatoarele directii principale, tinand
cont de metodologia folositad si domeniile de aplicare. Acestea tin cont de experienta si
expertiza anterioare si proiectele aflate in derulare.

Domenii de cercetare viitoare:

A. Dezvoltarea sistemelor de biodetectie non-invaziva

Este esentiala monitorizarea constanta a nivelurilor unor compusi de interes
clinic (biomarkeri si medicamente prescrise in timpul terapiei) sau a unor parametri
biofizici (vascozitatea). Cu toate acestea, pana in prezent, sunt disponibile putine sisteme
de monitorizare usor de folosit. Testarea la punctul de ingrijire (POCT) permite
identificarea compusului in apropierea pacientului, cu un timp de raspuns rapid si are
potentialul de a face schimbiri imediate in managementul sanatatii. in timp ce
termenul POCT este folosit pentru pacienti si probe umane, testarea la punctul de
necesitate (PONT) are un inteles mai larg si include testarea la fata locului a probelor
de mediu, animale si alimente. Conform OMS POCT si PONT sunt accesibile, sensibile,
specifice, ugor de utilizat, robuste si rapide, fard echipamente sofisticate si care pot
transmise rezultatele intr-un timp scurt celor care au nevoie de ele.

Nanoparticulele si nanosistemele discutate mai sus vor fi folosite si pentru
dezvoltarea unor sisteme de biodetectie simple, robuste si cu raspuns rapid, de
genul POC si PON. Acestea vor fi folosite pentru monitorizarea non-invaziva a
compusilor relevanti clinic in probe biologice, cum ar fi ser, saliva, transpiratie si
urina, in scopul imbunatatirii calitatii vietii oamenilor.

Nanoparticulele sau nanomaterialele compozite sunt un substrat adecvat
pentru legarea unor biomolecule receptoare in scopul obtinerii unei nanostructuri (Bio-
NS) care va lega selectiv si specific un compus de interes clinic. Prin depunerea Bio-NS
pe suprafata unui senzor putem dezvolta o platforma de detectie sensibila si selectiva
de tip POC sau PON pentru detectia fie a unui biomarker (ca indicator al unei situatii
patologice), fie a unui medicament sau a unui parametru biofizic (pentru monitorizarea
terapiei).

Nanomaterialele compozite verzi (GCM) au fost obtinute in laboratorul de
biofizica si se bazeaza pe nanofibre electrofilate prin ,electrospinning” (NF) (Fig. 11.1)
folosind solutii apoase de polimeri biocompatibili. Aceste compozite pot incorpora Bio-
AuNP (Bio-AuNP-GCM) si/sau medicamente anti-cancer si folosite ca matrice pentru
obtinerea unor sisteme de livrare non-invazive.
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Pentru o dezvoltarea unor sisteme de detectie sau de livrare tintitd a unor
compusi suprafata GCM trebuie modificata cu biomolecule receptor care sa permita
legarea Tnh mod specific cu compusul (ligandul) aflat la locul tintit. Astfel, nanocompozitul
Bio-AuNP-GCM, obtinut in laboratorul de biofizica, a fost modificat cu Concanavalin A
(ConA) (Fig. II.1), care este o lectina, pentru a lega specific o glicoproteina, cum este
glucoz-oxidaza (Gox), si depus pe suprafata unui senzor de aur (Au).

Collector

Syringe Polymer solution
Spinnerct

==

F
I High Voltage

Fig. I1.1. Obtinerea compozitului Bio-AUNP-GCM (NF care contin Bio-AuNP) prin electrospinning si

legarea covalenta a biomoleculelor receptor (ConA).

Caracterizarea interactiunilor biomoleculare dintre straturile moleculare (Au si
GCM, respectiv imobilizarea receptorului ConA), dar si parametrii detectiei Gox au fost
obtinuti prin studii electrochimice si optice (SPR) asa cum este prezentat in Fig. 11.2.
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Fig. I1.2. Modificarea suprafetei senzorului cu Bio-AUNP-GCM- ConA prin electrospinning.
Evidentierea modificarilor prin voltametrie ciclica si a detectiei Gox prin SPR cu LoD = 2 mg/mL

(din curba de calibrare) (Date nepublicate).

Cercetarile viitoare in aceastd directie vor fi legate de dezvoltarea unor
platforme portabile de detectie pentru testarea de tip POC sau purtabile (de gen
plasture), care s& monitorizeze continuu raspunsurile la interventia terapeutica.
Acestea vor permite o personalizare a terapiei prin ajustarea concentratiei
medicamentelor in timp real. Pentru realizarea acestui obiectiv avem in vedere ca
cercetarile obtinute sa ofere noi perspective pentru detectia continua, minim invaziva

97



Teza de abilitare Monica Florescu

si transmiterea rezultatelor la telefonul mobil care face posibila analizarea lor in timp
real de catre medicul curant.

B. Dezvoltarea sistemelor de administrare tintita a factorilor terapeutici
(nanoterapii)

Nanoparticulele sunt investigate pe larg pentru livrarea medicamentelor din ce
in ce mai mult in ultimul timp. NP au capacitatea de a creste acumularea de
medicamente intracelulare datoritéd capacitatii lor de a tinti specific si de a furniza
diverse medicamente (ex. anti-cancer). Biocompatibilitatea nanoparticulelor este
insa una dintre proprietatile importante pentru folosirea lor in domeniul biomedical. Tntr-
adevar, NP de aur (AuNP), NP proteice (de albumine serice - SANP) si NP lipidice
(liposomi) ndeplinesc aceasta conditie. SANP-urile sunt insa instabile, trebuie folosite
imediat dupa ce obtinerea lor, dar AuNP-urile sunt relativ stabile in organism datorita
potentialului lor ridicat de electro-reducere, avand o probabilitate mai mica sa ionizeze
comparativ cu alte metale. LipN sunt vezicule fosfolipidice non-toxice, biocompatibile si
biodegradabile, fiind inspirate din membrane lipidice biologice.

O modalitate de a creste stabilitatea si biocompatibilitatea NP este
incorporarea sau legarea in diferite sisteme de livrare. Numeroase sisteme de
administrare a medicamentelor au fost dezvoltate pentru protejarea ingredientelor
active, imbunatatirea eficacitatii medicamentului si directionarea administrarii
medicamentului la locul specific. Astfel, livrarea medicamentului anti-cancer mediata
de NP poate imbunatati indicele terapeutic al acestuia, permitand tintirea pasiva si/sau
activa catre tesuturile tumorale in vivo.

Tesuturile plantelor contin metaboliti secundari, care sunt purificati pentru sarcini
specifice de nano-inginerie, astfel, extractele de plante au proprietati antioxidante,
antifungice, antiinflamatorii, antivirale si antibacteriene, facandu-le candidati excelenti
pentru sinteza AuNP biocompatibile si stabile in timp. Mai multe tipuri de extracte
naturale care au fost deja produse si caracterizate in laboratorul de biofizica au fost
folosite pentru prepararea (Fig. I1.3). Acestea au fost folosite pentru sinteza Bio-AuNP cu
dimensiuni si forme diferite, dovedind proprietati catalitice si antioxidante
performante ce pot fi utilizate in aplicatii biomedicale.
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Fig. 11.3. Sinteza biologica a AuNP-urilor: formarea Bio-AuNP a avut loc in prezenta
extractului de catind evidentiata de TEM si spectroscopia UV-Vis. AuNP comerciale catalizeazd doar
oxidarea H,O,, unde Bio-AuNP isi pastreaza efectul electrocatalitic, dar are si un efect de anihilare a

H20; datorita grupurilor lor biologic active. (Date nepublicate)

Sistemul de livrare lipozomal ofera mai multe beneficii, inclusiv cardiotoxicitate
redusa dramatic, timp prelungit de retentie in plasma umana si livrare tintita pasiv catre
tumori, profitdnd de efectul de permeabilitate si retentie imbunatatitd (EPR). LipN au fost
produsi si caracterizati in laboratorul de biofizica (Fig. 11.4). Stabilitatea lor si a

sistemelor LipN formate in prezenta unor NP (Bio-AuNP si BSANP) a fost studiata in
scopul optimizarii lor.
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Fig. I11.4. Imagini microscopice in camp intunecat imbunatatit si hiperspectrale ale LipN,
LipN-Bio-AuNP si LipN-Bio-BSANP. (Date nepublicate)
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Viitoare studii vor fi in directia de obtinere a unor noi NP, cu proprietati
imbunatatite, si dezvoltarea unor sisteme de livrare a medicamentelor bazate pe
GCM si LipN, stabile In timp si biocompatibile. Vor fi utilizate metode biologice de
sinteza a nanoparticulelor, LipN si a nanofibrelor (pe bazad de polimeri care sunt
degradabili in mediile relevante din punct de vedere biologic) care folosesc procesele de
chimie verde si agenti netoxici, materiale regenerabile (resurse vegetale), costuri reduse
cu energie si siguranta mediului. Studiile in vitro de eliberare a medicamentelor care
simuleaza eliberarea in vivo a medicamentelor vor fi efectuate si optimizate in solutii
saline tampon (PBS) sau fluide biologice simulate, si vor viza stabilitatea sistemelor de
livrare, existenta unui mecanism declansator de eliberare si/sau activare a
medicamentului si difuzia medicamentelor. Testarea in vivo a efectelor sistemelor de
livrare a medicamentelor va fi realizatd in conditiile optimizate pe culturi celulare
(fibroblaste L-929 si canceroase Hela). Cercetarile vor putea oferi noi perspective
pentru proiectarea viitoare a nanoterapiilor pentru cancer mai eficiente si mai putin
toxice, ar putea contribui la limitarea efectelor secundare potentiale ale
medicamentelor conventionale si la atenuarea dezvoltarii rezistentei la medicamente.

C. Evidentierea interactiunilor care implica proteine si nanoparticule

Proteinele nu functioneaza izolate, ele interactioneazé intre ele, dar si cu alte
biomolecule (de exemplu, ADN, ARN) sau particule (de exemplu NP), mediaza procese
metabolice si de semnalizare. Pentru majoritatea proteinelor din corpul nostru
interactiunea dinamicé (legarea si dezlegarea) cu molecule ligand reprezinta un proces
fundamental critic. Tn cazul terapiilor medicamentoase aceasta prezinta o importanta
majora pentru ca unele medicamente interactioneaza dinamic cu anumite proteine,
determinénd modificari conformationale ulterioare ale proteinei.

Astfel, interactiunile proteice controleaza mecanismele care duc la stari
fiziologice normale sau diverse patologii in organisme. Multe boli neurodegenerative
ale caror simptome apar tardiv, sunt asociate cu formarea de agregate intracelulare de
catre proteine toxice. Aceste boli (proteinopatii) includ afectiuni in care proteinele sunt fie
predominant citosolice (boala Parkinson si boala Huntington la adulti), fie predominant
intranucleare, agregate in reticulul endoplasmatic si secretate extracelular (boala
Alzheimer). Se pare ca capacitatea de agregare (nu neaparat agregatul in sine) este
corelata cu toxicitatea si bolile sunt cauzate de multe ori de mutatii care afecteaza
situl de legare al proteinelor sau duc la modificari alosterice disfunctionale. Daca
proteina in cauza este degradatd ea nu va putea sa isi indeplineasca functia, iar
proteinele pliate gresit formeaza placi, depozite insolubile cunoscute sub numele de
amiloizi, perturband structura normala a tesutului (de exemplu, amiloid-B Tn boala
Alzheimer).

Aplicatiile in vivo ale NP-urilor sunt de foarte multe ori limitate datorita mai multor
factori: pot aparea raspunsuri inflamatorii si legate de toxicitate celulara, distribuirea lor
neuniforma si eliminarea lor de catre organism inainte de atingerea tintei sau livrarea
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insuficienta. Aceste fenomene nefavorabile pot fi in mare parte datorate adsorbtiei in
vivo a proteinelor pe suprafata NP-urilor (coroanad de proteine) schimbandu-le
functionalitatea. Proteinele pot suferi modificari structurale dupa adsorbtia lor pe
suprafetele NP-urilor fapt care influenteaza puternic functiile atat a NP-urilor, cat si a
proteinelor. Astfel, intelegerea modificarilor conformationale ale proteinelor este
foarte importanta pentru a accelera aplicatiile biomedicale ale NP -urilor.

Prin urmare cercetarile interactiunilor care implica proteinele pot ajuta la
promovarea intelegerii mecanismului de legare intre un ligand (medicament sau NP)
si proteine, vor contribui la elucidarea mecanismelor moleculare ale unor boli (ex.
Alzheimer), cunostinte care sunt importante pentru proiectarea terapeutica mai
eficienta, in final contribuind la dezvoltarea metodelor de prevenire, diagnostic si
tratament. Exista cinci aminoacizi electrochimic activi bine cunoscuti (cisteina, tirozina,
triptofan, metionina si histidind). Detectarea electrochimica a unei proteine poate fi
asociatd cu numarul si plasarea acestor aminoacizi in secventa proteinei, si este
completatad de studiile de spectroscopie de absorbtie si emisie (fluorescentd). Ne vom
concentra astfel in mod specific pe studiul fluctuatiilor conformationale ale
proteinelor folosind metodele spectroscopice si electrochimice, existente in
laboratorul de biofizica, corelate cu metode specifice din alte laboratoare colaboratoare.

Cercetarile avute in vedere in planul de cercetare descris mai sus vor fi corelate
cu urmatoarele activitati:

> Initierea de proiecte de cercetare cu parteneri din tara si strainatate, care imi vor
permite, pe 1anga obtinerea de fonduri pentru sustinerea materiala a activitatii de
cercetare, si extinderea echipei de cercetare prin angajarea de personal calificat;

> Publicarea de articole stiintifice de cercetare in reviste de specialitate cu vizibilitate
internationala ridicata (ISI) si brevete de inventii.

> Participarea in cadrul conferintelor nationale si internationale, ce asigura, pe langa
diseminarea rezultatelor, posibilitatea de a face schimb de experienta si informatii
cu alti cercetatori din domeniu.

> Continuarea dezvoltarii competentelor stiintifice ale studentilor prin implicarea lor
din ce in ce mai mult in activitatea de cercetare, atat prin participarea ca membrii
n echipa proiectelor de cercetare ale proiectelor coordonate de mine, dar si prin
participari la conferinte nationale si internationale.
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