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Rezumatul tezei de doctorat

Obiective generale si specifice

Progresul diagnosticului medical a inregistrat un avans semnificativ datorita
biosenzorilor, care ofera metode rapide, precise si non-invazive pentru detectarea diferitilor
biomarkeri. Acest lucru este deosebit de important in contextul medicinei personalizate,
deoarece biosenzorii permit monitorizarea in timp real, facilitdind diagnosticéri rapide si
planificari eficiente ale tratamentelor. Domeniile importante care pot beneficia semnificativ
de Tmbunatatirea tehnologiei biosenzorilor sunt reprezentate in domeniul medical de
gestionarea afectiunilor legate de sistemul 0sos si asistarea terapiilor cu celule stem pentru

répararca 0s0asa.

Osteoporoza, osteoartrita si fracturile osoase, printre altele, sunt probleme
semnificative de sanatate la nivel global, care afecteaza milioane de oameni in intreaga
lume. Prin urmare, este important sa se efectueze diagnosticarea timpurie si monitorizarea
continud pentru managementul si tratamentul eficient al acestor afectiuni. Tehnicile de
diagnostic traditionale sunt invazive, consumatoare de timp si nu pot oferi decizii clinice
imediate din cauza lipsei de date in timp real. Aceasta problema poate fi solutionata prin

utilizarea biosenzorilor, in special cei electrochimici.

Biosenzorii electrochimici pot ajuta la detectarea biomarkerilor osteogenici specifici
care indicd sdnatatea osoasd sau afectiunile osoase, oferind astfel solutii promitatoare si
timpurii pentru diverse probleme legate de sanatatea oaselor. Biomoleculele precum
proteinele, peptidele sau acizii nucleici sunt implicate in procesele de resorbtie, formare sau
reparare osoasa. Capacitatea de a urmari continuu acesti biomarkeri ofera specialistilor o
intelegere mai buni a fiecarui pacient in parte, ceea ce duce la diagnosticiri mai precise. In
plus, biosenzorii pot ajuta si clinicienii sd8 monitorizeze cum progreseaza bolile in timp si

sa evalueze eficacitatea tratamentului.

Biosenzorii joacd un rol important si in medicina regenerativd, in special in
tratamentele cu celule stem pentru repararea osoasa. Terapiile bazate pe celule stem

prezintd un potential enorm in promovarea regenerdrii osoase si vindecare, insa succesul



lor depinde in mare masurd de monitorizarea activitatilor celulelor stem in timp real, atat la
locul specific din tesuturile lezate, cat si in conditiile mediului local. Prin urmare,
informatii extrem de importante pot fi obtinute prin detectarea prezentei si a nivelurilor de
concentratie ale biomarkerilor osteogenici responsabili de diferentierea celulelor stem in
celule osteogenice, facilitind optimizarea terapiilor cu celule stem si asigurandu-le

eficacitatea.

Acidul dezoxiribonucleic (ADN) a devenit o biomoleculd de interes in domeniul
functionalizare. Este bine cunoscut faptul ca ADN-ul si structura sa de asamblare pot fi
utilizate pentru detectarea unei varietdti de tinte, inclusiv proteine, enzime, ioni, acizi
nucleici si biomolecule mici. Retelele dinamice bazate pe hibridizarea ADN pot amplifica
semnalele biosenzorilor datoritd dezvoltdrii continue a nanotehnologiei ADN. In plus,
ADN-ul poate organiza alte elemente functionale si poate construi structuri nano
tridimensionale (3D) complexe. In comparatie cu bioprobele folosite in mod obisnuit,
ADN-ul prezinta o adresabilitate superioara, rigiditate reglabila si o activitate biologicd mai
sustinuta, ceea ce-1 face o optiune excelenta pentru biosenzori inteligenti. Bioreceptorii pe
baza de ADN, cum ar fi aptamerii, au fost raportati ca au o stabilitate termica imbunatatita,
afinitate biologicd modulara si rezistenta crescuta la atacul enzimatic al nucleazelor prin
selectare si modificare manuala. Pentru a obtine un control precis asupra pozitiei spatiale a
modificarilor, ADN-ul poate fi de asemenea utilizat pentru a construi structuri
supramoleculare programabile. Acest lucru ar putea imbunatati semnificativ performanta
biosenzorilor si ar putea servi chiar drept inspiratie pentru dezvoltarea altor platforme

inovative de detectie.

Avand in vedere ca tehnologiile moleculare clasice folosite in detectarea ADN-ului
si a biomarkerilor, cum ar fi reactia de polimerizare in lant (PCR) si testul imunosorbant
legat de enzima (ELISA), nu sunt potrivite pentru teste la punctul de Tngrijire (POC)
deoarece necesitd munca de laborator extinsd, reactivi scumpi si personal calificat, se
subliniaza necesitatea imbunatatirii tehnologiei biosenzorilor pentru a permite detectarea
biomarkerilor in timp real intr-un mod non-invaziv, la un pret convenabil si prietenos pentru

pacient.



Tn acest context, avand in vedere argumentele discutate mai sus, obiectivul principal
al tezei mele de doctorat este de a contribui la domeniul medicinei personalizate prin
dezvoltarea unui biosenzor electrochimic inovator capabil sa detecteze cu precizie
biomarkeri osteogenici in timp real, pentru a satisface nevoia de monitorizare rapida, simpla
si continud in dezvoltarea dispozitivelor POC. In acelasi timp, imi propun ca aceasta lucrare
sa ofere mijloacele necesare pentru proiectarea unei platforme de detectie robuste si
versatile, care sa poata fi usor modificatd pentru a detecta si cuantifica precis o gama larga

de biomarkeri, nu doar osteogenici, cu perspective ridicate de industrializare.

Obiectivul general al tezei prezente este sustinut de mai multe obiective specifice,

dupa cum urmeaza:

e Compararea electrozilor de carbon vitros (GCE) si a electrozilor de carbon
serigrafiati (SPCES) pentru a determina care tip de electrod furnizeaza cea

mai buna performanta pentru dezvoltarea biosenzorilor;

e Explorarea functionalizarii oxidului de grafena redus (RGO) cu saruri de
diazoniu pentru a permite atasarea covalentd a sondei pe electrozi, cu

scopul de a creste sensibilitatea platformei de detectie;

e Investigarea functionalizarii RGO cu nanoparticule de aur (AuNPs) pentru

.....

biosenzorului pentru o imobilizare non-covalenta a bioreceptorului;

e Testarea celei mai promitatoare platforme bazatd pe RGO pentru

detectarea biomarkerilor osteogenici specifici, cum ar fi fosfataza alcalina

(ALP) si factorul de transcriptie 2 (RUNX2);

e Caracterizarea detaliatd si compararea structurala a fiecarei platforme de

detectie propuse si dezvoltate in cadrul acestor studii.

Aceastd tezd de doctorat este impartita In doud parti: prima parte prezinta stadiul
actual al tehnologiei in domeniul biosenzorilor, abordand materialele si metodele utilizate
pentru fabricarea acestora, In timp ce a doua parte este axata pe contributii originale menite
sa raspunda nevoii actuale de tehnici imbunatatite pentru detectia biomarkerilor. Cele sase

capitole care alcatuiesc aceasta teza sunt rezumate dupa cum urmeaza:



Capitolul 1 prezinta aspecte generale despre biosenzori, discutand despre istoria lor,
clasificare, principalele avantaje si dezavantaje, precum si aplicatiile lor. Studiul literaturii
este completat cu informatii teoretice despre grafena si derivatii acesteia, Cu accent pe
proprietatile acestora, avantajele si limitarile in aplicatiile de biosenzori, metodele de
sinteza, precum si metodele de reducere a oxidului de grafena (GO) si importanta sa, cum
ar fi cresterea suprafetei specifice si conductivitatii electrice a materialului. In plus, sunt
discutate metodele de functionalizare a grafenei, in special functionalizarea cu saruri de
diazoniu si nanoparticule de aur, care au fost realizate pentru a creste si mai mult suprafata

electrozilor si pentru a furniza functionalitati pentru atasarea covalenta a sondelor.

Tn capitolul 2 sunt prezentate primele rezultate originale obtinute in aceasti lucrare.
Tn cadrul tezei mele de doctorat, m-am concentrat initial pe compararea electrozilor de
carbon vitros cu cei serigrafiati in vederea determinarii celui mai potrivit electrod de lucru
(WE) pentru a fi utilizat in fabricarea platformei de detectie. In acest scop, am acoperit
ambii electrozi cu GO folosind aceeasi metoda si i-am testat pentru capacitatea lor de
detectie @ ADN-ului. S-a constatat cd, in timp ce ambele suprafete au 0 capacitate buna de
adsorbtie a ADN-ului, GO/SPCE prezinta o sensibilitate mai mare in detectarea hibridizarii
ADN-ului, detectand tinta pana la 10 nM, in comparatie cu GO/GCE care a detectat tinta
pana la 25 nM. Astfel, aceste constatari joaca un rol important in aplicatiile de tip POC,
deoarece SPCE sunt accesibili, portabilo si usor de utilizat, fiind potriviti pentru

diagnosticarea in timp real si productia in masa a biosenzorilor.

In capitolul 3 este prezentati o directie noud, in care SPCE sunt modificati cu RGO
functionalizat cu sare de diazoniu in incercarea de a creste sensibilitatea platformei de
detectie. Noutatea acestui studiu constd In furnizarea unei functionalizdri controlate si
stabile a electrozilor pe bazd de RGO prin chimia diazoniului pentru ancorarea gruparilor
aril carboxilate (Ar-COOH) pe suprafata RGO, pentru a favoriza atasarea covalentda a
sondelor de ADN monocatenar modificat cu amino, utilizand agentii de cuplare EDC si
NHS, imbunatatind imobilizarea sondei de ADN monocatenar in comparatie cu alte
metode. Caracterizdrile morfologice, structurale si electrochimice confirma ca prin chimia
diazoniului se poate obtine o platforma de detectie mai stabild in comparatie cu studiile
anterioare. Mai mult, nivelul de saturare al sondei de ADN monocatenar modificata cu

grupari amino a fost determinat la concentratia de 10 uM si s-a aratat ca procesul de
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hibridizare a ADN-ului a fost detectat cu succes in intervalul cuprins intre 200 nM si 1 nM,
prin monitorizarea modificarilor semnalulului electrochimic. Rezultatele sunt confirmate
prin evaluarea cineticii transferului de electroni la suprafata electrozilor prin studii de
variere a vitezei de baliere in voltametrie ciclicd (CV), precum si prin modificérile
rezistentei la transfer de sarcina (Rct) raportate prin spectroscopie de impedanta

electrochimica (EIS).

Capitolul 4 exploreaza functionalizarea RGO cu nanoparticule de aur si ulterioara
modificare a SPCE pentru a permite atasarea non-covalenta a sondei pe electrodul de lucru.
Fabricarea acestei platforme implica o procedura electrochimica in doua etape, prima etapa
fiind reducerea oxidului de grafena, in timp ce a doua etapa implicd reducerea
electrochimica si electrogrefarea simultana a AuNPs pe suprafata RGO. Concluzia acestui
studiu a fost cd introducerea nanoparticulelor de aur in sistem contribuie la cresterea

conductivitatii suprafetei si, prin urmare, la o detectare mai sensibila a oligonucleotidelor.

Capitolul 5 prezintd o abordare inovatoare pentru detectarea biomarkerilor
osteogenici, in special a ALP si RUNX2, bazatd pe rezultatele obtinute in studiile
anterioare. Demonstrarea conceptuloui se bazeaza pe utilizarea SPCEs modificati cu RGO
ca cel mai simplu, rapid si accesibil protocol pentru fabricarea platformei de detectie. Pentru
prima datd este propus un biosenzor electrochimic pentru detectarea RUNX2 si rezultatele
obtinute din numeroase tehnici de caracterizare aratd cad platforma pe baza de RGO poate
detecta ambii biomarkeri, RUNX2 si ALP, pana la 1 nM, cu rezultate mai bune in ceea ce

priveste sensibilitatea obtinuta pentru RUNX2.

In capitolul 6 sunt prezentate concluziile generale ale contributiilor originale obtinute

in timpul programului de doctorat, sunt descrise Tn detaliu in partea a doua a acestei teze.

Teza de doctorat se incheie cu o listd de referinte bibliografice si cu o listd a
publicatiilor si conferintelor in care au fost diseminate rezultatele pe parcursul programului

meu de doctorat.

Contextul actual si motivatia
Dezvoltarea hiosenzorilor electrochimici a avansat activ in ultimii ani datoritd unei

cereri mari pentru dispozitive de detectie performante. In literatura de specialitate, grafena
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si derivatii sdi au atras atentia datoritd proprietatilor lor remarcabile electrice, mecanice si
chimice [1-3]. Tn aceasti tezd de doctorat este prezentati investigarea, optimizarea si
caracterizarea mai multor platforme de detectie electrochimica fabricate cu materiale
bazate pe grafena pentru detectarea hibridizarii ADN-ului, avand ca scop final detectarea
biomarkerilor osteogenici.

Detectarea biomarkerilor osteogenici este extrem de importantd in domeniile
medicinei regenerative, ortopediei si osteologiei, deoarece acestia sunt indicatori ai
formarii osoase si sanatatii osoase, oferind informatii esentiale despre mecanismele
biologice legate de metabolismul, cresterea si repararea oaselor [4, 5]. Prin urmare,
detectarea timpurie si precisa a acestor biomarkeri poate ajuta la diagnosticarea rapida a
afectiunilor scheletice, cum ar fi osteoartrita, osteoporoza si alte tulburiri metabolice. In
plus, monitorizarea biomarkerilor osteogenici in timp real este utild pentru a prezice
rezultatele terapeutice, in special pentru aplicatiile destinate tratarii defectelor osoase
folosind grefe osoase, implanturi ortopedice si medicind regenerativa bazata pe celule stem,
cu scopul de a imbunatati regenerarea osoasa si vindecarea [6]. Identificarea biomarkerilor
osteogenici este esentiald pentru sustinerea dezvoltarii unor abordari terapeutice noi in
gestionarea sanatatii si bolilor osoase, deoarece faciliteaza evaluarea calitatii tesutului osos
pentru fiecare pacient si eficacitatea planurilor de tratament.

Grafena este un nanomaterial bidimensional (2D) pe baza de carbon cu multe
proprietdti remarcabile care 1l fac potrivit pentru utilizare in biosenzori. Datoritd excelentei
sale conductivitati electrice, suprafetei specifice mari si stabilitatii chimice bune [7],
grafena a fost explorata intr-o varietate de aplicatii de biosenzori in care interactiunea cu
biomoleculele este foarte importantd [8-10]. Pand in prezent, au fost propusi numerosi
biosenzori pe bazi de grafena pentru detectarea ADN-ului [11-13]. In aceasti tezi, au fost
investigati mai multi derivati ai grafenei, respectiv GO, RGO, RGO functionalizat cu grupe
aril-carboxilice prin chimia diazoniului (RGO-Ar-COOH) si RGO functionalizat cu
nanoparticule de aur (RGO-AuNPs), pentru a determina avantajele specifice ale fiecaruia
in ceea ce priveste stabilitatea, usurinta de functionalizare, conductivitatea electrica si
capacitatea de a lega biomolecule. S-a demonstrat ca modificarea electrozilor cu GO sau
RGO poate imbunatati semnificativ performanta biosenzorilor pentru ADN, deoarece

functionalitatile oxigenate prezente pe suprafata materialului ajutd la imobilizarea sondei
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de ADN [14, 15], in timp ce reducerea GO imbunatateste conductivitatea si proprietatile
electrochimice generale ale platformei de detectie [16, 17].

In plus, proprietitile unei platforme de detectie pot fi imbunitatite aditional prin
incorporarea nanoparticulelor de aur in sistem, ceea ce a demonstrat cd poate creste
sensibilitatea biosenzorilor electrochimici pentru detectarea ADN-ului [18, 19].
Nanoparticulele de aur au proprietati electrice superioare si capacitatea de a Imbundtéti
suprafata si conductivitatea electrozilor utilizati pentru fabricarea biosenzorilor, asa cum
au demonstrat mai multe studii [20-22]. De exemplu, Liu si colab. [23] au fabricat un
biosenzor pentru detectia ADN bazat pe RGO si AuNPs pentru detectarea Mycobacterium
tuberculosis, aratand ca nanoparticulele au contribuit la imbunatatirea capacitatii de
imobilizare a sondei, in timp ce au imbunatatit transferul de sarcina, conducand la un
platforma de detectie foarte sensibila si stabila.

Mai mult, chimia diazoniului a fost utilizatd ca metoda robustd si reproductibila
pentru imobilizarea covalentd a sondelor ADN pe electrozi pe bazd de grafena. Aceasta
tehnica implica reducerea electrochimica a sarurilor de diazoniu pentru a grefa grupari aril
pe suprafata electrodului [24, 25], creand situsuri reactive pentru atasarea sondelor ADN
modificate cu grupari amino. In particular, aceastd metoda imbunatiteste stabilitatea si
eficienta de hibridizare a biosenzorilor ADN, contribuind la aplicatii in care detectarea
sensibila si selectivd a ADN este necesara [26, 27]. Avand in vedere ca sarurile de diazoniu
pot fi instabile si chiar explozive [28], nu multi oameni de stiintd au explorat proprietatile
lor in aplicatii pentru biosenzori. Cu toate acestea, au fost efectuate mai multe studii pentru
a investiga modul n care chimia diazoniului poate fi utilizata in sigurantd in proiectarea
biosenzorilor [29-31]. Wang si colab. [32] au propus un imunosenzor pentru detectarea
alfa-fetoproteinei, un biomarker de diagnostic pentru cancerul hepatic, utilizand un electrod
modificat cu grafena si chimia diazoniului pentru imobilizarea bioreceptorului. Acestia
aratd faptul ca utilizarea grafenei a imbunatatit sensibilitatea si stabilitatea sistemului, in
timp ce functionalizarea cu grupari aminofenil a facilitat imobilizarea sondelor.

Desi s-au inregistrat progrese semnificative 1Tn domeniul biosenzorilor
electrochimici, existd inca multe provocari care trebuie depasite inainte ca biosenzorii

ADN sd poata fi fabricati Tn masd si comercializati. Printre aceste limitdri se numara

........
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In plus, alte caracteristici care necesita investigatii suplimentare sunt stabilitatea pe termen
lung si rezistenta acestor biosenzori in conditii reale. Prin urmare, se preconizeaza ca
cercetarea va fi concentrata pe optimizarea protocolului de fabricatie a acestor platforme,
specificitatii, precum si pe adaptarea dispozitivelor conceptuale n sisteme integrate pentru
aplicatii de tip POC.

Tn aceasti teza imi propun sa continui progresele mentionate anterior prin explorarea
unor platforme noi de detectie si prin abordarea provocarilor actuale din domeniu. In acest
sens, am testat si comparat doud tipuri de electrozi, respectiv GCE si SPCE, alesi pentru
proprietdtile lor superioare 1n ceea ce priveste versatilitatea, usurinta de functionalizare,
conductivitatea ridicata si stabilitatea chimica. Au fost fabricate doua platforme pornind de
la acesti electrozi, ce au fost modificati cu RGO, si caracterizati pe larg prin microscopie
electronica de transmisie (TEM), spectroscopie Raman, spectroscopie cu transformare
Fourier in infrarosu (FTIR), difractie cu raze X (XRD), voltametrie ciclica si spectroscopie
de impedanta electrochimica. Platforma bazata pe SPCE a demonstrat o sensibilitate sporita
pentru detectarea ADN. Avand in vedere usurinta sa de caracterizare, caracterul robust si
potentialul de miniaturizare, SPCE au fost selectati pentru continuarea studiilor.

Un alt obiectiv a fost de a explora imobilizarea covalenta a bioreceptorului pe SPCE
pentru a determina dacd se poate obtine o sensibilitate mai mare a biosenzorului. Prin
urmare, electrozii au fost modificati cu RGO functionalizat prin chimia diazoniului, pentru
a furniza grupdri functionale aril pe suprafata electrodului, care sd serveasca drept ancore
pentru atasarea sondelor ADN modificate cu grupdri amino, prin cuplaj carbodiimidic, ca
o abordare covalentd. Platforma electrochimica a fost caracterizata prin mai multe tehnici,
inclusiv microscopie electronica de baleiaj (SEM), spectroscopie Raman, CV si EIS,
aratand cd s-a obtinut un transfer crescut de electroni la interfata electrodului dupa
hibridizarea ADN, detectand tinta intr-un interval de 200 nM - 1 nM, si ca platforma
propusa poate fi dezvoltata ca un dispozitiv de detectie ADN.

In plus, a fost investigati o altd metoda de functionalizare RGO pentru a verifica dac
se poate obtine o sensibilitate ridicatd prin imobilizarea bioreceptorului pe cale non-
covalenti. In acest studiu, SPCE modificati cu RGO au fost functionalizati cu nanoparticule

de aur prin reducerea electrochimica a acidului cloroauric si fiecare etapa a modificarii a
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fost caracterizatd prin SEM, spectroscopie fotoelectronica cu raze X (XPS), CV, EIS si
studii de cronoculometrie. Rezultatele au aratat ca functionalizarea RGO cu AuNPs
electrogrefate a condus la o conductivitate a suprafatei mai mare si, prin urmare, la o
sensibilitate si o specificitate crescute in detectarea ADN tinta. S-a demonstrat ca aceasta
platforma electrochimica diferentiaza intre tinta complementara si cea necomplementara
si, de asemenea, detecteaza analitul tintd pana la 1 nM.

In cele din urma, pe baza tuturor studiilor proprii anterioare, este propusa o platforma
de detectie simpla, necostisitoare si eficienta ca solutie pentru detectarea si cuantificarea
biomarkerilor osteogenici RUNX2 si ALP. SPCE au fost modificati cu RGO si
bioreceptorii corespunzatori fiecarui biomarker au fost imobilizati pe suprafata electrodului
utilizand tehnica adsorbtiei fizice. Electrozii modificati au fost caracterizati extensiv prin
XPS, masuratori ale unghiului de contact, SEM, spectroscopie Raman si prin metode
electrochimice, si anume CV si EIS, toate aceste metode confirmdnd modificarea
electrozilor cu GO redus electrochimic, precum si imobilizarea bioreceptorilor.
Instrumentele electrochimice demonstreaza in acest studiu ca aceste platforme pilot
detecteazd ambii biomarkeri osteogenici cu o concentratie de 1 nM, prezentind o
sensibilitate mai mare in cazul RUNX2, avand potentialul de a fi produse in masa la scara
industriala.

Concluzii generale si contributii originale

Principalele contributii originale prezentate in teza de doctorat:

1. Compararea GCE si SPCE pentru detectarea oligonucleotidelor.

Dupa studierea literaturii de specialitate am observat c¢d nu existd niciun alt studiu
publicat privind compararea GCE si SPCE modificati cu GO pentru a fi utilizati ca
platforma de detectie electrochimica pentru hibridizarea ADN. In aceasta lucrare am aritat
ca ambele platforme sunt eficiente in adsorbtia si hibridizarea ADN. Cu toate acestea,
sensibilitatea detectiei hibridizarii ADN este mai mare in cazul GO/SPCEs, cu o limitd de
detectie de 10 nM, comparativ cu 25 nM pentru GO/GCEs. Aceasta sensibilitate mai mare,
impreuna cu costul scazut, portabilitatea, accesibilitatea si usurinta de miniaturizare a
SPCE 1i face mai potriviti pentru aplicatiile POC. Caracterizati cu ajutorul unor tehnici
precum TEM, spectroscopia Raman, FTIR, XRD, CV si EIS, acest studiu demonstreaza ca

SPCE ar putea fi esentialedi in dezvoltarea unor biosenzori eficienti pentru diagnosticarea
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n timp real si medicina personalizata.

2. Utilizarea chimiei diazoniului pentru functionalizarea RGO 1n vederea

imobilizarii covalente a sondelor ADN.

Pana in prezent nu exista niciun alt studiu care sa fi utilizat sarea de diazoniu generata
in situ in vederea modificarii RGO/SPCE cu un strat de carboxifenil pentru a oferi ancore
pentru atasarea covalentd a bioreceptorului cu scopul de a proiecta o platforma de detectie
electrochimica pentru hibridizarea ADN. Aceastd abordare inovatoare imbunatateste
semnificativ  sensibilitatea biosenzorilor electrochimici pentru detectarea ADN.
Functionalizarea suprafetei electrodului modificat cu grafena prin chimia diazoniului a fost
realizata prin electrochimie (CV) si imbunatdteste stabilitatea si eficienta hibridizarii prin
imobilizarea covalenta a sondelor ADN modificate cu grupari amino. S-a demonstrat ca
grefarea RGO cu grupari carboxifenil permite imobilizarea controlata si stabila a sondelor,
rezultdnd o performanta superioara pentru detectarea hibridizarii ADN. Aceastda metoda a
atins o limitd de detectie de pana la 1 nM, demonstrand o crestere semnificativd a
SEM, spectroscopie Raman, CV si EIS, subliniind potentialul acestei abordari in crearea
de biosenzori extrem de sensibili si fiabili.

3. Modificarea RGO/SPCEs cu nanoparticule de aur pentru fabricarea unui

biosenzor electrochimic pentru detectia ADN.

In acest studiu a fost prezentatd pentru prima data modificarea RGO/SPCE cu AuNPs
electrogrefate pentru imobilizarea non-covalenta a bioreceptorului Tn proiectarea unui
biosenzor electrochimic pentru detectarea hibridizarii ADN. Tncorporarea AuNPs in SPCE
modificati cu RGO printr-o tehnica electrochimica simpld, imbunatateste semnificativ
proprietatile electrochimice si sensibilitatea platformei, dupa cum reiese din analizele
SEM, XPS, CV, EIS si cronoculometrie. Acest biosenzor demonstreazd o sensibilitate
crescutd, detectand oligonucleotide ADN pana la o concentratie de 1 nM, chiar si cu
imobilizarea sondei realizatd prin adsorbtie fizicd. Rezultatele subliniazd potentialul
materialelor pe baza de grafena modificate cu nanoparticule metalice precum AuNPs
pentru a produce biosenzori rezistenti cu performante superioare, marcand un progres

semnificativ in tehnologia biosenzorilor pentru aplicatii biomedicale.

4. Proiectarea unei platforme de detectie electrochimica pentru RUNX2 si ALP
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bazata pe SPCE modificati cu RGO

Noutatea acestui studiu constd in detectarea electrochimicd inovatoare a
biomarkerilor osteogenici ALP si RUNX2, utilizdnd o platforma bazata pe grafend si
SPCE. in timp ce studii anterioare au propus biosenzori pentru detectarea ALP, niciunul
nu a utilizat SPCE modificati cu RGO, ceea ce face ca aceasta abordare sa fie una
inovatoare. Mai mult, nu s-au gasit studii anterioare privind detectarea electrochimica a
RUNX2, evidentiind contributia unica a acestei cercetari. Tehnici de caracterizare precum
SEM, spectroscopia Raman, XPS si masuratorile unghiului de contact au confirmat
modificarea cu succes a SPCE cu RGO, in timp ce metodele electrochimice, precum CV si
EIS, au validat imobilizarea eficienta a bioreceptorilor pe RGO prin adsorbtie fizica.
Studiul a demonstrat o limita de detectie remarcabild de 1 nM pentru ambii biomarkeri, cu
o sensibilitate superioard observatd pentru RUNX2 fatd de ALP. Aceste descoperiri
subliniazd potentialul SPCE modificati cu RGO ca platforma fiabila si scalabild pentru
biosenzori, pregatita sa avanseze diagnosticul biomedical si sa faciliteze productia in masa
la costuri reduse Tn industrie.

Din toate studiile experimentale, se pot trage mai multe concluzii finale. Tn primul
rand, materialele bazate pe grafena au demonstrat un potential ridicat de a creste
sensibilitatea biosenzorilor electrochimici pentru ADN. Tn al doilea rand, acestea pot fi
imbunatatite prin functionalizarea RGO folosind chimia diazoniului sau nanoparticule
metalice, cum ar fi AuNPs, pentru o detectie imbunatitita a tintei. In al treilea rand, SPCE
ofera avantaje practice fatd de alte electrozi, cum ar fi GCE, in special in aplicatiile de tip

.....

1n masa.

In plus, activitatea experimentald desfasurati in cursul acestui program de doctorat
vizeaza abordarea unor limitari ale tehnologiilor actuale de diagnosticare, si anume nevoia
de monitorizare in timp real, non-invazivitatea si costul redus, care pot fi realizate numai
prin integrarea materialelor si tehnicilor avansate in proiectarea biosenzorilor. Aceste
dezvoltari au capacitatea de a Imbunatati terapiile actuale pentru afectiunile osoase si de a

oferi pacientilor acces la solutii personalizate pentru o recuperare mai rapida si mai usoara.

In final, aceste studii oferd cercetiri aprofundate privind tehnologia biosenzorilor,
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care este extrem de importantd pentru dezvoltarea instrumentelor de detectie de generatie
viitoare, oferind perspective asupra modului in care acestea pot fi imbunatatite pentru
rezultate superioare. In contextul clinic, se asteaptd ca implementarea acestor biosenzori sa
imbunatateasca capacitatea furnizorilor de servicii medicale de a oferi ngrijiri

personalizate in mod eficient, contribuind astfel la viitorul medicinei.
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