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Etapa III: Integrarea microelectrozilor interdigitati serigrafiati intr-un dispozitiv

microfluidic de detectare si electromanipulare.

Obiectivul etapei: Integrarea microelectrozilor interdigitati serigrafiati intr-un dispozitiv

microfluidic de detectare si manipulare DEP.

Descrierea activitatilor derulate:

A II1.1 Dezvoltarea bancului experimental bazat pe DEP prin integrarea microelectrozilor
interdigitati serigrafiati intr-un sistem de detectie (conector) comercial (MicruX
Technologies, DropSens).

Set-up-ul experimental pentru aplicarea dielectroforezei este reprezentat schematic in
figura 1. In general, configuratia dielectroforetici pentru manipularea celulelor biologice este
destul de simpla, cuprinzand trei componente principale, care sunt microelectrozii interdigitati
serigrafiati, suspensia de celule si sursa de semnal AC. In aceasti etapa experimentald celulele
biologice sunt concentrate la nivelul regiunii sensibile ale microcipului cu electrozi intedigitati
imprimati. Deplasarea celulelor la nivelul electrodului odatd cu aplicarea campului electric
neuniform cu ajutorul generatorului de functii printr-un conector drop-cell este monitorizatd cu

ajutorul unui microscop portabil Dino Lite.
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Figura 1. Set-up experimental bazat pe DEP pentru electromanipularea celulelor biologice



1. Caracteristici microelectrozi intedigitati: Substrat pe baza de poliester, electrozi
imprimati cu cerneala de Ag, C si/sau Cu cu latime de 150 pum, spatiere de 150 um,
geometrie semi-circulara, intercastelata si/sau dinte de fierdstrau.

2. Caracteristici generator de functii: Keysight 33500B, domeniu de frecventd 1uHz pana la
30MHz, rezolutie 1puHz, tensiune de iesire 10Vpp (in 50Q2) si factor de distorsiune mai mic
de 0,5% pana la IMHz.

3. Caracteristici conector drop-cell: MicruX Technologies, cu interfata direct cu
potentiostatul pentru utilizarea de micropicaturi (1 - 10 pl picaturi de proba) cu (micro)
electrozi standard de dimensiuni 10 x 6 mm. Dimensiuni: 40 x 30 x 25 mm (LxIxh), Mufa
tip banand feminind / masculina.

Dielectroforeza a fost aplicata la nivelul unor picaturi de 5ul de suspensie continand celule
biologice cu concentratie variabild (e.g 1x10° — 4x10° celule/ml). Experimentele s-au desfasurat
intr-o Tncdpere a carei parametri microclimatici (temperatura si umiditate) au fost monitorizanti in

permanenta.

A II1.2. Studiu preliminar al metodei experimentale si stabilirea parametrilor optimi de
lucru (conductivitatea mediului de suspensie, cantitatea de suspensie, amplitudinile si
frecventele optime ale potentialului electric aplicat).

Experimentele de electromanipulare si caracterizare electrica a celulelor biologice sunt
operate iTn mod normal intr-un mediu lichid (suspensie). Concentratia electrolitului (mediu de
suspensie) poate avea efecte critice asupra viabilitatii celulelor si a raspunsurilor acestora in camp
electric.

In cadrul acestei etape a fost realizat un studiu amplu al literaturii de specialitate in ceea ce
priveste parametrii experimentali utilizati in cadrul electromanipularii celulelor biologice precum
mediile de suspensie utilizate, compozitia, conductivitatea electrica a acestora, amplitudinile si
frecventele potentialului electric aplicat. Conform literaturii de specialitate, captarea
dielectroforetica a celulelor biologice este limitatd de suspendarea celulelor in anumite tipuri de
medii cu o conductivitate electricd scazutd care contin cantitdti mult mai mici de saruri in
comparatie cu tampoanele fiziologice [1]. Utilizarea unui mediu de suspensie sau a unor solutii
tampon (solutii cu mai multe componente ce prezintd proprietatea de a-si mentine constanta

valoarea pH-ului atunci cand se adauga volume limitate baze sau acizi) cu o conductivitate scazuta



in cadrul eletromanipularii dielectroforetice si a caracterizarii electrice a celulelor biologice are

urmatoarele beneficii [2]:

maximizeaza forta DEP (o concentratie ionica extracelulara mai mica induce o polarizare
mai puternica la nivelul citoplasmei celulare). Mai mult decat atat, pentru a exploata atat
dielectroforeza pozitiva (pDEP), cat si cea negativa (nDEP) pentru discriminarea celulara,
conductivitatea solutiei trebuie sa fie mult mai mica decat conductivitatea citoplasmei
celulare (ocyt = 1400 mS m') [3];

reduce posibilitatea incalzirii sub efect Joule, ca urmare a campului electric inalt aplicat
[4]-{6];

minimizeaza polarizarea electrodului (EP) cauzata de acumularea de sarcini libere care
apar la interfata electrod/electrolit;

joacd un rol important in viabilitatea si functiile celulelor, cum ar fi proliferarea, eficienta
clonarii, metabolismul si diferentierea [7], [8];

osmolaritatea este esentiala pentru a evita ruperea membranei celulare prin stres osmotic
(osmolaritatea fiziologica fiind in jur de 300 mOs kg™!) .

Avand in vedere aspectele mentionate mai sus, vom discuta in continuare cateva dintre

solutiile tampon identificate In mod obisnuit in literatura de specialitate pentru captarea si

caracterizarea din punct de vedere electric a celulelor canceroase.

1.

2.

Tampon fosfat salin (TFS/PBS), dezvoltat de Renato Dulbecco, este o solutie tampon
folosita adesea in aplicatii biologice, pentru diluarea substantelor, spalarea celulelor si
suspendarea acestora, datoritd efectului sau izotonic si netoxic asupra majoritatii celulelor
[9]. TFS este o solutie de sare pe baza de apa care include fosfat acid disodic (Na,HPO4),
clorura de sodiu (NaCl) si, in unele formulari, clorura de potasiu (KCl) si fosfat bihidrogen
de potasiu (KH2PO4). Aceastd solutie tampon imitd in mare masura pH-ul, osmolaritatea
si concentratiile ionilor din sangele uman.

Un alt tip de solutiile tampon cu conductivitate scdzuta utilizatd iIn mod obisnuit in
electromanipularea celulelor canceroase este solutia pe baza de zaharoza care poate fi
formulata ca zaharoza sau zaharoza clasica (Ci2H22011) cu glucoza (C¢Hi1206), dextroza
(CsH120¢) si cantitati mai mici de saruri in apa deionizata. O gama larga de conductivitati
ale solutiilor pe baza de zaharoza utilizate in manipularea DEP a celulelor canceroase au

fost raportate in literaturd (Tabelul 1). Adesea, cercetatorii ajusteaza aceste valori prin



adaugarea anumitor cantitati de saruri, cum ar fi PBS, DPBS (solutie salind tamponata cu
fosfat Dulbecco), NaxHPO4, KCl si NaOH (hidroxid de sodiu) sau chiar medii de cultura,
de exemplu RPMI si MEM. In cadrul tabelului se regisesc informatii experimentale utile
de la compozitia solutiilor tampon péna la parametrii DEP (potential/camp electric si

frecventa) utilizati pentru electromanipularea celulelor.

Tabel 1. Solutii pe baza de zaharoza utilizate in manipularea DEP a celulelor canceroase [2].

Composition of buffer solutions C ivity i details

- Targetcancer cellline Technique - - Ref.
Sugars Salts / Media O (SurY) Voltage / Electric field Frequency Flow rate
862 wt. % sucrose solution - 176 x 102 e AT CESIT A DEP 5Vpp 1 MH: - — s
AS49 60
150 mM NaCl solutionwith SKOV-3, MDA-MB-231,
R S ¢ 1 i _ =
8.5 9% (wiv P i Q-1440)x 10 M pmbrs DEP 4Vpp 88
756 1
75 Voms 100 Vems 125 243 kHz
Vems 150 Vems 197 iz
- THP-1 e e 113 e 002mLh
0.725% @ devices) 20 Vms 200 i3z
125 30 Vims 300 kHz
RPMI (wt/vol) 40 Vems 100 kHz
50 Vems 500 Kz

30Vems 25Vams
MCF10A MCF7, MDA- e :
102 MCF1OA MCET MDA cDEP 30Vems 35Vems frequency was adusted - 136

.23
MB-231 40Vrms 50Vrms

0725 mL MEM (113 £054) x 10¢ Lect, Leey O=DEP 50 Vpp S0KHz and 100KHz-1MHz 10,20,50 L/
DEP activatedcell sorter
- - Ay 10 MEz-100 MHz - 126
MCF7 DACS) ®
§5% sucrose, 0.3% dextrose PBS 570 10° MOFF and DEP 10 Vpp 900 Kz and 2 MHz - 139
- 001, 005 and0.1 HT.9 DEP 20 Vpp 5 KHz20MEz 0lmlh 102
PC3, JURKAT, LuCap,
) . HEK, RWPE-1, WPEL- - ’
cell culture medium 5310 et DEP 20-150 kVim 1KHz-10 MEz -
WPELNB26
S and 20V,
(GFP)labeled MDA-MB > p— Ak Sl
Ml ey i 10 Vpp 10 Kz
- ] 10ul’h
PBS LFFF-DEP 15 Vpp 40 kHz =
WBC-Jurkat, 92.1 (UM),
©1-20)x10 OCM (UM), MDA-MB- DEP 10 V/m 100 Hz-100 MEz = 140
231
12 DEP/IA (impedance
mS e - HCT 116 v 255 Vpp 4MH:z 004 il fmin 169
B8 analysis)
86% wiw o Gravitational-
o ::‘;;:i’; = PBS 4x 102 THP-1,OCLAML3  Sedimentation-Based 12 Vpp SMHz 12.5 uL/min 170
Prefocusing and DEP.

3mL 1 MHEPES solutionin

95 gsucrose,0.1g dextrose 950 mL of DI water, adjusted 102 HeLa, MCF-7 DEP enabledMeFP 10-35 Vpp 10 MHz 0.5-20 ul/min
with 1 MNaOH and DPBS

9.5% sucrose, 0.3%d = 0.7x107
e icF6S ( xd Jx 107
19 Pluronic F68 (low-
LnCaP ¥ Hz ~10 \ =
conductivity(LC)sugar  PBS diluted 20 times by vol.in _— = DEP 6Vpp 10 kHz — 10 MHz

solution) the LC sugar solution

Pornind de la acest punct al cunoasterii In domeniu, in cadrul acestei etape au fost preparate
mai multe solutii pe bazi de zaharoza. In tabelul 2 sunt prezentate cateva solutii care s-au dovedit
a fi optime din punct de vedere al viabilitdtii celulelor, precum si al eficacitatii fortei DEP.
Conductivitatea electrica a solutiilor a fost determinata cu ajutorul conductometrului de laborator

Jenway 4520.

Tabel 2. Solutii pe baza de zaharoza §i conductivitatea electrica a acestora

Nr. Crt. Compozitia solutiei Conductivitatea electrica (mS/m)
1 PBS 34,7
2 8,5% zaharoza HEPES 20,7
3 233
EDTA
4 8,5% + 0,3% glucoza 14




A TIL3. Prepararea suspensiilor cu bioparticule pentru manipularea dielectroforetica la

nivelul microelectrozilor interdigitati serigrafiati.

Electromanipularea dielectroforetica a fost realizata la nivelul unor celule de drojdie (Lat.
Saccharomyces cerevisiae). Rationamentul privind alegerea celulelor de drojdie in realizarea unor
teste dielectroforetice preliminare consta in faptul ca celulele de drojdie nu difera semnificativ de
celula animala. Din punct de vedere al marimii, aceste celule au dimensiuni cuprinse intre 4 si 15
um, comparabile cu dimensiunile electrozilor imprimati utilizati pentru generarea campului
electric.

Pentru prepararea suspensiilor cu celule de drojdie a fost initial amestecatd o cantitate de
6.5g de drojdie in 100 mL de apa distilatd pe baza de zaharoza. Conductivitatea solutiei a fost
adaptata folosind o cantitate mica de TFS. Amestecul format a fost Incalzit si mixat in permanenta
pana la dizolvarea completd a tuturor ingredientelor. Starea fiziologica a microorganismelor
(celulelor de drojdie) sau mai exact, gradul de viabilitate a acestora, a fost determinat pe baza

analizei imaginilor microscopice prin colorare cu albastru de metilen.

A 1IL.4. Evaluarea capacititii de manipulare DEP la nivelul microelectrozilor interdigitati
serigrafiati a bioparticulelor la diferite frecvente si amplitudini ale potentialului electric
pentru identificarea parametrilor de generare a unei forte optime DEP.

In prezenta unui gradient neomogen de camp electric, celulele biologice pot fi deplasate
catre maximele campului electric (pDEP) sau spre minimele campului electric (nDEP) in functie

de proprietatile dielectrice ale celulei specifice si a meddiului de suspensie.

500 kHz

Figura 2. Imagini microscopice ale celulelor de drojdie la nivelul electrodului interdigitat
imprimat dupa manipularea DEP la diferite frecvente.



In cadrul acestei etape capacitatea de manipulare DEP la nivelul microelectrozilor
serigrafiati a bioparticulelor (celule de drojdie) a fost demonstratd aplicand la nivelul microcipului
un semnal sinusoidal cu o magnitudine de 20 Vpp la diferite frecvente pentru aproximativ 5
minute. Sub efectul pDEP, la frecvente cuprinse intre 10* si 107, dupa cateva secunde (= 5 s)
celulele sunt concentrate la suprafata electrodului. Odata cu trecerea timpului se poate observa

(figura 2) faptul ca celulele formeaza “punti” in spatiul dintre degetele electrodului.

A IILS. Coordonare, management, diseminare.

Activitatea de management si coordonare a fost intreprinsd pe parcursul intregii etape a
proiectului si a permis alocarea optima a resurselor financiare si logistice, buna raportare tehnica
si administrativd, dar si atingerea cu succes a activitdtii de diseminare. Nu s-au intdmpinat
dificultati de nici o natura pe parcursul Etapei II1.

Pe parcursul etapei II de implementare a proiectului au fost obtinute urmaitoarele
rezultate/Livrabile:

R III.1. Dispozitiv dielectroforetic pe baza de microelectrozi interdigitati imprimati;

R III1.2. Stabilirea suspensiilor/mediilor de lucru;

R II1.3. Suspensii cu bioparticule pentru manipulare DEP preparate — minim 3

R II1.4. Parametri de manipulare DEP optimizati;

R IIL.5. Articol elaborat/trimis spre publicare.

Diseminare si comunicare:

A. Lucrari prezentate la evenimente stiintifice internationale:

1. T.A. Filip, C. Hamciuc, T.Vlad-Bubulac, I. Turcan, M. Olariu, ,,Dielectric properties of

polyvinyl alcohol composites with improved ionic conductivity”, 23rd Conference on Material
Science, YUCOMAT 2022, Herceg Novi, Montenegro (poster);
2. L. Turcan, T. A. Filip and M. A. Olariu, “Optimal geometrical conceptualization of IDEs for

biosensors development based on multiphysics modeling and simulation® 14th International
Conference on Physics of Advanced Materials (ICPAM-14), September 8 — 15, 2022, Dubrovnik,
Croatia (poster);

3. Marius Olariu, Presentation: “Dielectrophoretic electro-manipulation of biological cells and

their characterization based on electrical impedance”, 2022 International Conference of



Bioelectromagnetism, Electrical Bioimpedance, and Electrical Impedance Tomography (ICBEM-
ICEBI-EIT 2022). (online session).

B. Lucriri in reviste internasionale ISI — Q1/Q2:

1. Olariu, M.A.; Tucureanu, C.; Filip, T.A.; Caras, I.; Salageanu, A.; Vasile, V.; Avram, M.; Tincu,

B.; Turcan, I. HT-29 Colon Cancer Cell Electromanipulation and Assessment Based on Their

Electrical Properties. Micromachines 2022, 13, 1833. https://doi.org/10.3390/mi13111833;

2. Diana Serbezeanu, Corneliu Hamciuc, Tachita Vlad-Bubulac, Alina Mirela Ipate, Gabriela Lisa,

Ina Turcan, Marius Andrei Olariu, Ion Anghel, Dana-Maria Preda Flame-Resistant Poly(vinyl

alcohol) Composites with Improved Ionic Conductivity, MDPI Membranes (acceptat la publicare

unie 2023).
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