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Rezumat:

Antigenul specific prostatic (PSA) este o glicoproteina cu o greutate moleculara de 33+34 kDa,
sintetizatd de cdtre epiteliul prostatic benign si malign. In prezent, mdsurarea concentratiei de PSA
din sdnge, mai exact din ser, se realizeaza in laboratoare specializate, intrebuintand tehnici diverse de
tip: RIA, FIA, sau EIA, sisteme manuale sau automate - tehnici care necesita timpi relativ mari din
momentul prelevarii sangelui pana la obtinerea rezultatului (de ordinul orelor). Din aceste motive, au
fost demarate importante programe de cercetare in vederea realizarii unor senzori pentru mdsurarea
rapida a concentratiei de PSA (inclusiv de unica folosinta). O interesanta variantd a acestor "teste
rapide" o constituie senzorii chimici si biochimici cu fibre optice, care combind optica evanescentd cu
reactia dintre un antigen si un anticorp marcat fluorescent, imobilizat covalent pe corpul senzorului.

1. SENZORI CHIMICI SI BIOCHIMICI (BIOSENZORI). GENERALITATI

Tehnicile de realizare a senzorilor chimici si biochimici, pe baza dispozitivelor optice si
optoelectronice, tind sd devind din ce In ce mai utilizate, majoritatea implicand folosirea
fibrelor optice. Directia principala de investigare n acest domeniu o reprezintd dezvoltarea
membranelor sensibile din punct de vedere chimic si biochimic, atat pentru mediile lichide,
cat si pentru cele gazoase, in ultimul caz lucrandu-se, in special, in spectrul de radiatie
infrarosu (IR). De asemenea, se acordd o mare atentie miniaturizarii si cresterii duratei de
viata, respectiv a posibilitdtilor de sterilizare pentru senzorii in vivo, utilizati 1n medicina.

O clasificare interesantd si sugestiva a senzorilor chimici si biochimici cu fibre optice este
prezentata in figura 1.
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Fig. 1. Sistem tridimensional de clasificare a senzorilor chimici si biochimici cu fibre optice.



ATEE 2004

Practic, aceasta clasificare "tridimensionala” are trei criterii de bazd: parametrii masurati,
tehnologia utilizata si tehnicile optice (fenomenele fizico-optice) folosite.

In majoritatea cazurilor de senzori chimici si biochimici cu fibre optice, principalele etape ale

conversiei marimii de masurat intr-o marime electrica sunt:

I. transformarea unui semnal electric intr-un semnal luminos de excitatie;

II. prin intermediul unui fenomen fizic (fotochimic), lumina influenteazd (excitd) mediul
chimic sau biochimic de analizat (analif). In cazul fenomenelor de chemiluminescenta si
biochemiluminescenta, aceste prime doua etape lipsesc;

II1. sub influenta semnalului luminos de excitatie au loc reactii chimice, urmate de procese de
recunoastere moleculara si de conversie a marimilor chimice si biochimice in semnale
optice, prin utilizarea unor indicatori imobilizati pe corpul senzorului. In cazul, in care nu
exista un indicator direct pentru analitul studiat, se utilizeaza analiti intermediari (O,
CO,, straturi bioreactive etc.), cu functie de indicatori sau substante de marcare;

IV.semnalul optic modulat este convertit intr-un semnal electric, cu ajutorul unor
fotodetectori si prelucrat electronic, in functie de modelul matematic al procesului.

2. APLICATII ALE BIOSENZORILOR IN MEDICINA CLINICA

In figura 2 sunt prezentate domeniile uzuale ale concentratiilor celor mai importante specii
chimice si biochimice din sange, specifice chimiei si biochimiei clinice i tehnicilor de
imunoanaliza.
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Fig. 2. Domeniile uzuale ale concentratiilor celor mai importante specii (bio)chimice din sange.

in prezent, in laboratoarele de biochimie din clinicile moderne, se utilizeaza, cu rezultate
foarte bune, o serie de senzori chimici si biochimici, exemple reprezentative fiind senzorii
pentru masurarea concentratiei de glucoza sau de acid lactic. O revolutie in acest domeniu va
aparea atunci cand vor fi disponibile "sistemele cu citire directa”, respectiv atunci cand nu vor
mai fi necesare operatii preliminare de pregitire a analitului (dilutii, marcari etc.). In prezent,
exista o importanta cerere pentru a masura $i monitoriza o mare varietate de marimi, cum ar fi
colesterolul, antigenii, anticorpii, substantele neurochimice etc. In tabelul 1, sunt prezentate
cateva exemple reprezentative.
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Tabelul 1. Biosenzori utilizati in medicina clinica.

Nr. Tip de biosenzor Analiti Aplicatii
crt.
1 Glucoza Diabet
2 Miniatura si unicad | Colesterol Afectiuni cardiovasculare
3 folosinta Medicamente si droguri Intoxicatii, abuzuri
4 Glucozi + ioni (Ca* K etc.) Controlul sanatatii
5 Multi-test Creatinind + uree Afectiuni renale
6 Progesteron + Estradiol Teste de fertilitate
7 Glucoza Controlul on-line al insulinei
8 In vivo Medicamente si droguri Urmarirea reactiei la medicatie
9 Glucoza, creatinind, uree, ioni etc. | Reanimare

In cazul biosenzorilor medicali, o pozitie interesanti o ocupd "imunosenzorii optici".
Acestia utilizeaza, in general, anticorpi pentru masurarea concentratiei de antigeni. Practic, in
functie de gradul de legare a antigenilor din substratul de analizat §i anticorpii imobilizati pe
zona activa a senzorilor, se modificd anumiti parametri optici, care pot fi masurati prin diverse
tehnici (interferometrie, reflexie, absorbtie etc.). Cele mai utilizate tehnici de imobilizare,
pentru realizarea senzorilor optici, sunt: tehnicile fizice (captura fizica si microincapsularea),
tehnicile fizico-chimice (adsorbtia, metoda solutie-gel, folosirea membranelor lipofilice) si
tehnicile chimice (legatura covalenta si ionica).

3. BIOSENZOR PENTRU MASURAREA CONCENTRATIEI DE PSA
3.1 ANTIGENUL SPECIFIC PROSTATIC (PSA). GENERALITATI

Antigenul specific prostatic (PSA) este o glicoproteind cu o greutate moleculara de
33+34 kDa, sintetizatd de catre epiteliul prostatic benign si malign. In prezent, masurarea
concentratiei de PSA din sange, mai exact din ser, se realizeaza 1n laboratoare specializate,
intrebuintdnd tehnici diverse de tip: RIA, FIA, sau EIA, sisteme manuale sau automate -
tehnici care necesitd timpi relativ mari din momentul prelevarii sdngelui pand la obtinerea
rezultatului (de ordinul orelor). Din aceste motive, au fost demarate importante programe de
cercetare in vederea realizdrii unor senzori pentru masurarea rapidd a concentratiei de PSA
(inclusiv de unica folosinta).

Statisticile aratd ca pragul dintre valorile normale si patologice (cut-off) este de aproximativ
4 ng/ml. Un nivel de PSA la limita de 4 ng/ml presupune un risc al cancerului de prostata de
20%, iar atunci cand valoarea creste la 10 ng/ml probabilitatea de a gasi la biopsie un ADK de
prostati este mai mare de 50%. In consecinti, sistemele de masurare a concentratiei de PSA
trebuie sd asigure un domeniu de intrare, de circa 0.5+100 ng/ml.

Aceasta lucrare descrie tehnica de masurare a concentratiei de PSA direct din sdnge (un motiv
in plus pentru o masurare rapidd) cu ajutorul unui biosenzor optic cu modificarea
fluorescentei. Senzorul are la baza tehnologia FCFD (fluorescence capillary fill device), care
poate lucra cu probe de sange prelevate din deget. Incubarea "probei" se face la temperatura
camerei, iar rezultatul este disponibil in 10+-20 minute.

3.2. PRINCIPIUL BIOSENZORULUI FCFD

Dispozitivul FCFD este un biosenzor optic plat (plan lamelar), care combind fenomenul de
evanescentd cu cel de fluorescentd, pentru masurarea concentratiei de PSA din sange
(figura 3). Acest biosenzor are la baza reactia imuna dintre antigen (PSA) si doi anticorpi
monoclonali specifici (anti-PSA; si anti-PSA;). Dispozitivul capilar (implicit, ghidul de unda
al senzorului optic) este format din doud lamele de sticld dispuse la o distantd de 0.1 mm
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(interstitiul capilar - ghid de undd). Pe suprafata interioara a placutei inferioare se
imobilizeaza covalent anticorpul anti-PSA; (anticorp de capturd). In ghidul de unda,
microesantionul de sdnge este amestecat In proportie de 1:1 cu anticopul anti-PSA,, marcat
fluorescent cu fluoroforul (conjugatul: APC, FITC sau CY5). Se evita astfel dozarea cu
micropipete a probelor utilizate in tehnicile clasice de analizd. Deoarece metoda de
determinare a PSA se bazeaza pe tehnica sandwich, pe suprafata inferioara a dispozitivului se
formeaza complexul: anticorp de captura (anti-PSA;) - antigen (PSA) - anticorp marcat
fluorescent (anti-PSA3). Fluorescenta legata si libera este mai apoi determinata prin utilizarea
proprietatilor evanescente ale dispozitivului, eliminand in acest fel etapele intermediare.

Anticorp marcat

fluorescent Acoperire opaca

Lamele de sticla ~ Anticorp imobilizat
(ghid de unda)

Fig. 3 Senzor optic FCFD pentru masurarea PSA-lui (structura plan lamelara).

O alta varianta constructiva a acestui biosenzor, prezentata in figura 4, este cea cu capilar
cilindric realizat din miezul unei fibre optice, pe care este imobilizat anticorpul de captura
anti-PSA; si un manson cilindric, acoperit opac pe suprafata exterioard. Avantajul acestei
structuri este dat de faptul ca fibra opticd permite transmisia informatiei de masurare la
distantd, iar senzorul este detasabil (se cupleaza la sistem cu conectori optici).
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Fig. 4 Senzor cu fibra opticd FCFD - structura cilindrica.

Schema bloc a sistemului optoelectronic de masurare cuprinde senzorul (dispozitivul FCFD),
o sursd opticd de excitatie (o diodd laser care emite In zona spectrald de excitatie a
fluoroforului), un fotodetector de sensibilitate mare, un filtru optic si dispozitivele de cuplare
optica.
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3.3. ALEGEREA FLUOROFORULUI

Proprietatile fluorescente ale fluoroforului depind de gradul de legare a antigenului de
complexul anticorp-fluorofor. Aceste proprietati sunt analizate, utilizdnd proprietitile
evanescente ale dispozitivului. Prin aceasta tehnica se elimina pasii de spalare sau separare.
Viabilitatea comerciald a senzorului pentru masurarea concentratieci de PSA depinde de
alegerea fluoroforului. Aceastad alegere se face pe baza a cinci criterii: sensibilitatea si
selectivitatea, fiabilitatea, usurinta conjugarii si stabilitatea complexului si pretul.

FITC-ul este un fluorocrom standard, APC-ul o ficobiliproteina extrasa din alge, iar CY5 un
colorant sintetic pe bazd de cianind cu proprietati fluorescente asemanatoare APC-lui.
Principalele caracteristici ale acestor markeri sunt prezentate in tabelul 2. De asemenea, in
figura 5, sunt prezentate caracteristicile spectrale absorbanta - fluorescentd ale APC-lui.

Tabelul 2. Caracteristici ale unor fluorofori utilizati pentru masurarea PSA-lui

Nr. | Fluorofor M [-] MAmay) nm] | Almey) [nm] K. [ M-
crt.
1 FITC 390 490 525 70 000 0.85
2 APC 104 000 650 660 700 000 0.68
3 CY5 750 650 667 200 000 0.28

unde M este masd moleculard, AMAm.) lungimea de unda corespunzatoare absorbantei
maxime, AMIgmax) lungimea de unda corespunzatoare intensitatii fluorescente maxime, K.
coeficientul de extinctie a fluorescentei si 1 randamentul cuantic al fluorescentei.
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Fig. 5 Caracteristicile de absorbanta si fluorescenta ale fluoroforului APC.

Fluoroflorii clasici, cum ar fi FITC-ul, tind sa emita lumina la lungimi de unda unde exista si
o fluorescentd intrinseca (naturala) semnificativa a serului (Af = 525 nm), in timp ce ceilalti
fluorofori au emisia fluorescentd intr-o zond spectrald unde fluorescenta serului este
neglijabila (A > 600 nm). Utilizarea sangelui este, deci, preferabila serului deoarce
fluorescenta intrinsecd (autofluorescenta) sangelui integral este mult mai mica decat a serului.

3.4. CONCLUZII

In urma testelor efectuate cu cei trei fluorofori, s-au obtinut caracteristicile de transfer
(curbele) ale sistemului de masurare cu senzor FCFD. In figura 6.a este prezentatd curba
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intensitatii de iesire a sistemului (in unitati arbitrare) in functie de concentratia de PSA, pentru
FITC si APC - pe sange si pe ser (se observa ca, in ambele cazuri, sensibilitatea este mai buna
pe sange), iar in figura 6.b - curbele pentru cei trei fluorofori (pe sange). Din cele doud
grafice, se observa ca cea mai buna sensibilitate este obtinutd pentru APC.

O sintezd a performantelor (limitd de detectie si exactitate) sistemului studiat, in functie de
fluorofoul utilizat, este prezentata in tabelul 3 (rezultatele obtinute sunt valabile pentru un
timp de incubare / masurare de 20 minute).

Tabelul 3. Performantele senzorului FCFD, in functie de fluoroforul utilizat.

Nr. Fluorofor Limita inf. de detectie [ng/ml] Exactitate [%] CV -1a S ng/ml
crt.
1 APC 0.5 9
2 CY5 4.0 24
3 FITC 4.2 33
A
12T
A
APC
21 (sange)
APC 10 T
(sange)
10 4
8
5 T
_ )
<
2 s ¢
& & =
5 CY5
= ' (sange)
APC 4 T
! //‘/ e FITC
;7 FITC 5 (sange)
7 8’ (sange)
2 £
, <" 2 FITC
St AP T e 0 4 —— ~ ; >
0 H—t + —— —+— ; > 10 100
1 10 100 Conc. PSA [ng/ml]
Conc. PSA [ng/ml]
a) b)

Fig. 6 Caracteristica de transfer a sistemului de mdasurare a concentratiei de PSA cu senzor FCFD
pentru diversi fluorofori (pe singe sau ser) - intensitate, 1,,/u.a.] in functie de concentratia de PSA.

In concluzie, un biosenzor bazat pe fluorofor APC poate asigura performante satisficatoare
pentru a fi realizat practic (valorile admisibile sunt: exactitate, 10% CV si limita inferioara
de detectie, 1ng/ml).
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