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Raport  de activitățe 

 

privind implementarea proiectului Cod PN-III-P4-ID-PCCF-2016-0112, Nr.6/2018 cu titlul 

Nanomateriale magnetoplasmonice multifuncționale pentru aplicații de tip point of care,   

ianuarie 2022-iunie 2022, Fază unica 2022 

 

Rezumat 

In cadrul proiectului au fost preparate nanostructuri magnetoplasmonice anizotrope pe bază 

de argint și respectiv CoFe2O4@SiO2@Au. Au fost studiate proprietățile fizice ale acestora. Folosind 

substrate magnetoplasmonice au fost analizate prin metoda SERS interacțiunile structurale la nivelul 

ADN-ului celular în mai multe tipuri de cancer și anume, cancerul renal, cancerul de vezică urinară, 

leucemie asociată cu sindromul Down precum și limfadenopatia malignă. în cazul leucemiei asociate 

cu sindromul Down, aria benzii marker SERS de ADN de la 1005 cm-1 arată o scădere treptată a 

metilării globale a ADN-ului pe măsură ce celulele progresează de la o pre-leucemie la o leucemie 

acută complexă. S-a  folosit o strategie de biopsie lichidă pentru a detecta carcinomul celular renal 

(RCC), cel mai răspândit cancer renal (CR). Spectrele SERS  atribuite în principal metaboliților 

purinici au prezentat intensități mai mari iar cele ale carotenoidelor intensități mai mici în grupul 

RCC. în cazul cancerului de vezică urinară s-a demonstrat că profilarea miARN se completează cu 

profilarea SERS pentru un diagnostic acurat al acestuia. 

 

            Plan de realizare pentru anul 2022, etapa a 5-a : 

  Validarea conceptului de detecție în practica clinică prin incubarea nanoparticulelor hibride 

bifuncționalizate cu aptameri cu probe de ser prelevate de la pacienții diagnosticați cu AML,  

 

Activități prevăzute : 

Act. 5.1 Achiziționarea dispozitivelor, chimicalelor și a altor obiecte de laborator 

incluzând consumabilele. 

Act. 5.2  Sinteza nanoparticulelor multifuncționale hybride având proprietățile dorite în 

vederea testării lor în practica  clinică și prepararea probelor de sânge provenite de la pacienții 

diagnosticați cu AML. 

Act. 5.3  Verificarea și validarea conceptului de detecție în practica  clinică. 

Act. 5.4  Elaborarea instrucțiunilor de utilizare a metodei de detecție în practica  clinică. 

Act. 5.5 Activități de informare și reclamă. 

Act. 5.6  Activități pentru obținerea, validarea și protejarea drepturilor de proprietate 

intelectuală și industrială. 

Act. 5.7 Diseminarea & alte activități privind vizibilitatea. 

Act. 5.8 Achiziția serviciilor de audit. 

Act. 5.9 Raportarea. 

 

Act. 5.1 Achiziționarea dispozitivelor, chimicalelor și a altor obiecte de laborator incluzând 

consumabilele. 

       Au fost  achiziționate în termen toate chimicalele, obiectele de laborator precum și consumabilele 

necesare realizarii etapei a 5-a a proiectului. 

    Rezultatele  știintifice obținute în cadrul acțiunilor 2-4 au fost publicate în 9 lucrari în reviste de 

specialitate cu factor de impact ridicat (Q1). Spațiul alocat raportului fiind limitat vom prezenta doar 

succint unele din rezultatele obținute. 
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Act. 5.2  Sinteza nanoparticulelor multifuncționale hybride având proprietățile dorite în 

vederea testării lor în practica  clinică și prepararea probelor de sânge provenite de la pacienții 

diagnosticați cu AML. 

       Nanostructurile de argint au fost  sintetizate folosind ca agent reducător și stabilizator  citratul de 

trisodiu, al cărui rol fundamental a fost într-o primă fază acela de a reduce ionii de Ag+ iar mai apoi de 

a stabiliza structurile anizotrope sintetizate. Reacția de sinteză a fost efectuată într-un vial introdus 

într-un cuptor cu microunde, care să asigure o temperatură de sinteză mult mai omogenă decât în 

cazul metodelor clasice de sinteză. Mai mult, utilizarea microundelor a permis sinteza nanostructurilor 

într-un interval de timp foarte scurt (~ 3 minute). 

 Odată încheiată etapa de sinteză, nanoparticulele plasmonice anizotrope au fost analizate prin 

Microscopie Electronică în Transmisie (TEM), Microscopia de Forță Atomică (AFM), Microscopia în 

Câmp Întunecat (Dark Field Microscopy).  

  

Fig. 5.1.1. Imagini TEM ale nanoparticulelor de 

argint plasmonice anizotrope sintetizate 

Fig.5.1.2. Analiza STEM a nanoparticulelor de argint sintetizate 

 

 În figura 5.1.1 este prezentată o imagine de ansamblu a unei astfel de nanostructuri anizotrope 

precum și o imagine TEM detaliată a zonei centrale a acestei nanostructuri. Nanostructurile conțin o 

nanoparticulă centrală interconectată cu mai multe brațe individuale unidirecționale. Analiza EDX 

(figura 5.1.3) a confirmat faptul că nanostructurile anizotrope sunt alcătuite din atomi de Ag.  

 

  

Fig. 5.1.3. Analiza EDX a  nanoparticulelor                                                      Fig. 5.1.4. Imagine topografică AFM a  nanoparticulelor sintetizate 

 

Analiza STEM confirmă observațiile prezentate anterior folosind datele TEM-Fig.5.1.2. În 

plus, se pare că avem de-a face cu o structură cristalină orientată {111} în centrul căreia se află o 

singură nanoparticulă quasi-sferică. Diferențele foarte mici de contrast observate în cazul brațelor care 

compun starurile indică faptul că acestea au o structură 2D. În figura 5.1.4 este prezentată o imagine 

AFM a unor nanostaruri care au fost depuse pe un substrat de CaF2 în vederea utilizării  ca și substrate 

plasmonice pentru analiza SERS a biofluidelor.   

Odată încheiată etapa de sinteză, caracterizare și producere a substratelor plasmonice solide s-

a trecut la etapa de validare a acestora folosind ca analiți diverse biofluide cu potențial aplicativ 
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extrem de ridicat cum ar fi compușii farmaceutici cu secțiune de împrăștiere Raman scăzută (atenolol, 

metoprolol), aminoacizi sau chiar lizate celulare.  

Nanoparticulele de CoFe2O4 au fost preparate prin metoda hidrotermală (Bortnic et. al. 2022). 

Pentru a depozita pe aceste nanoparticule invelișul de SiO2 s-a folosit metoda Stober. Astfel, 

nanoparticulele (0.2 mmol) au fost dispersate în 80 mL etanol și agitate mecanic sub acțiunea 

ultrasunetelor. Particulele dispersate au fost funcționalizate folosind 0.2 mL APTES. Depunerea 

stratului de SiO2 pe suprafața acestora s-a realizat prin adaugarea de TEOS (0.2mL) și creșterea pH-

ului prin adăugarea unei soluții de NH4OH. Soluția, conținând acest amestec,  a fost agitată timp de 2 

ore în prezența ultrasunetelor, menținând temperatura constantă la T=40 oC. Dupa spălarea în etanol și 

dispersarea nanoparticulelor de CoFe2O4@SiO2 în apă, acestea au fost funcționalizate cu APTES.  In 

soluția de nanoparticulele  dispersate în apă, s-a adăugat secvențial o soluție de acid cloroauric, citrat 

de sodiu dehidrat și borohidrura de sodiu, în timpul agitării mecanice în câmp de ultrasunete 

menținând temperatura la T= 65 oC (Bortnic et. al. 2022).. 

 

 
 

Fig.5.1.5.  Imagini SEM ale nanoparticulelor de   CoFe2O4 (a,b) 

și histogramele cu dimensiunile particulelor.                                                 

Fig.5.1.6. Imagini TEM (sus) respectiv imagini SEM 

(jos) ale nanocompozitelor CoFe2O4@SiO2@Au2. 
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Spectrele de raze X  a nanoparticulelor de CoFe2O4@SiO2@Au evidențiază prezența liniilor 

caracteristice atât ale CoFe2O4 precum și ale aurului. SiO2 este în stare amorfă, fapt evidențiat prin 

prezența unui maxim larg, la unghiuri mici în spectrele de difracție. Imaginile TEM și respectiv SEM 

evidențiază că nanoparticulele de CoFe2O4 au o formă aproape sferică și sunt aglomerate în structuri 

pseudo-sferice în forma de „zmeură”-Fig.5.1.5a,b. Dimensiunea medie a cristalitelor este de 18 nm-

Fig.5.1.5c. Prezența unui inveliș de SiO2, care acoperă particulele de CoFe2O4 poate fi observată în 

toate cazurile-Fig.5.1.6. Dimensiunea medie a nanostructurilor CoFe2O4@SiO2 este în jur de 79 nm 

(Bortnic et. al. 2022). Nanustructurile CoFe2O4@SiO2@Au sunt aproape în întregime acoperite cu 

Au. Compozițiile acestor nanostructuri precum și proprietățile fizice sunt redate în Tabelul 5.1.1. 

Izotermele de magnetizare la T=4.2 K și respectiv T=300K sunt redate în Fig.5.1.7. Analiza datelor 

pentru nanoparticulele de CoFe2O4 evidențiazaă prezența unei comportari de tip sticlă de spin 

suprapusă peste o ordonare dominantă de tip ferrimagnetic. Dependența de câmpul extern a 

magnetizarii componentei de tip sticlă de spin este descrisă de relația M(H)/M(0)=1-bH-1/2 în care 

stările de spin sunt corelate(Bortnic et. al. 2022, Burzo et.al.2022).. Compoziția probei este 

(Co0.162Fe0.838)[Co0.838Fe1.162]O4 apropiată de o structură de tip spinel invers. Contribuțiile la 

magnetizare a structurii de tip sticlă de spin sunt în jur de 8% din magnetizările nanoparticulelor. 

Deviația spinilor de la o aranjare după o singură axă poate fi indusă prin; (1) distrugerea simetriei prin 

ruperea legăturilor de schimb în stratul de suprafață; (2) competiția dintre interacțiunile feromagnetice 

din interiorul subrețelelor magnetice și antiferomagnetice și între acestea; (3) anizotropia stratului de 

suprafață care depinde de modul de distrubuție a ionilor magnetici (Bortnic et. al. 2022).. Analiza 

comparativă a datelor evidențiază  că nu toți ionii magnetici aflați în stratul de suprafață (având 

grosimea ce corespunde la un parametru de rețea) sunt implicați în comportarea de tip sticlă de spin. 

Din stratul de suprafată având grosimea corespunzatoare unei celule unitate, contribuie doar ionii 

magnetici care au  legături rupte la suprafață. 

Câmpurile coercitive la temperatura mediului ambiant sunt cu un ordin de mărime mai mici 

comparativ cu valorile determinate la T=4.2 K-Tabelul 5.1.1. Analiza diagramelor FORC evidențiază 

că  maximul în densitatea de probabilitate pentru CoFe2O4 este cu un ordin de mărime mai mare 

comparativ cu cea la nanostructurile CoFe2O4@SiO2@Au1-3-Fig.5.1.8. Maximul în distribuția FORC 

este deplasat spre valori pozitive ca dealtfel și câmpurile de interacțiune în nanostructurile de tip 

miez-inveliș. Interacțiunile dipolare devin mai importante comparativ cu cele de schimb, în prezența 

învelișului de SiO2-Au, ca urmare a efectelor de ecranare.  

 

 

Fig5.1.7. Izoterme de magnetizare măsurate la 4.2 K respectiv 300 K. 
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Analiza curbelor de magnetizare evidențiază prezența unei contribuții gigant diamagnetice. 

Aceasta iși are originea în curenții staționari induși de câmpul aplicat, electronilor cuasi-liberi aflați în 

stratul de aur de la suprafată. Diamagnetismul aurului, χd în unitați relative χd/χAu, unde χAu este 

diamagnetismul aurului în stare masivă, crește odată cu diminuarea suprafețelor particulelor. Pe 

măsură ce dimensiunea particlei de Au crește, susceptibilitatea diamagnetică se apropie de cea a 

aurului masiv. 

Dupa  sintetizarea și analiza proprietăților fizice ale nanostructurilor elaborate s-a investigat   

capacitatea substratelor plasmonice de a detecta și de a pune în evidență interațiuni structurale la 

nivelul ADN celular. 

 

Act. 5.3 Verificarea și validarea conceptului de detecție în practica  clinică. 

Conceptul de detecție a cancerului prin SERS în practica clinică în cadrul fazei pe anul 2022 a 

fost validat în urmatoarele cazuri: (1) diagnosticul cancerului renal; (2) diagnosticarea și stratificarea 

moleculară a cancerului de vezică urinară. 

 

 5.3.1   Diagnosticul cancerului renal (CR) prin profilarea SERS a serului sanguin 

Cancerul renal (CR) reprezintă 3% din toate cancerele, cu o creștere anuală de 2% a incidenței 

la nivel mondial, motivând astfel necesitatea screening-ului. Cu toate acestea, nu există în prezent un 

instrument de screening stabilit pentru CR. Pentru a aborda această problematică, am evaluat 

profilarea serului prin spectroscopie SERS, ca strategie de biopsie lichidă, pentru a detecta carcinomul 

celular renal (RCC), cel mai răspândit subtip histologic de CR. Astfel, au fost recoltate probe de ser 

de la 23 de pacienți cu RCC și 27 de martori (CTRL) cu o patologie urologică benignă, precum litiaza 

sau hipertrofia benignă de prostată. Profilul SERS a serului deproteinizat a livrat spectre SERS 

atribuite în principal metaboliților purinici, care au prezentat intensități mai mari în grupul RCC, 

precum și benzilor Raman ale carotenoidelor, ce au prezentat intensități mai mici în grupul RCC. 

Analiza componentelor principale (PCA) a spectrelor SERS a arătat o tendință de grupare 

nesupravegheată a celor două grupuri. Apoi, trei algoritmi de învățare automată (random forest, kNN, 

Bayes naiv) au fost implementați ca algoritmi de clasificare supravegheați pentru a obține o 

discriminare între grupurile RCC și CTRL, obținând o valoare AUC de 0,78 pentru algoritmul random 

forest, 0,78 pentru kNN și 0,76 pentru Bayes naiv (medie AUC 0,770,01). Prezentul studiu 

evidențiază potențialul biopsiei lichide SERS ca strategie de diagnostic și screening pentru RCC.  

 

 

Fig.5.1.8. Diagramele FORC pentru CoFe2O4 (a) respectiv CoFe2O4@SiO2@Au2 (b) 
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Profilarea SERS. Pentru analiza SERS, 50 L de ser au fost amestecați cu 450 µL de metanol și s-a 

centrifugat timp de 10 minute la 5800 g. Supernatantul a fost colectat cu grijă pentru analize 

ulterioare. Nanoparticulele de argint sintetizate prin reducere cu clorhidrat de hidroxilamină (hya-

AgNPs) au fost folosite ca substrat SERS. Analiza SERS a fost efectuată pe un amestec de 45 L de 

hya-AgNPs activate cu Ca2+ (prin adaos de Ca(NO3)2) și 5 L de ser. O picătură de 5 L din acest 

amestec a fost depusă pe o lamă de microscop acoperită cu folie de aluminiu, iar spectrele SERS au 

fost achiziționate imediat. Spectrele SERS au fost înregistrate folosind un spectrometru InVia Raman 

(Renishaw) echipat cu un laser cu emisie la 532 nm (~180 mW) cuplat la un microscop Leica vertical. 

Laserul de 532 nm a fost focalizat pe probă printr-un obiectiv 5X (Leica, NA = 0,12). Fiecare 

măsurătoare a constat într-o medie de 3 achiziții, câte 20 de secunde de integrare. Puterea laserului de 

pe probă a fost setată la 10% (~18 mW). 

Analize statistice. Spectrele SERS înregistrate au fost preprocesate prin selectarea doar a regiunii 

spectrale între 400 și 1800 cm-1 pentru analize ulterioare. Etapele ulterioare de preprocesare au inclus 

normalizarea vectorială, scăderea liniei de bază și netezirea (Savitzky–Golay, cu fereastra setată la 5 

și polinom de ordinul 2). 

Analiza componentelor principale (PCA) a fost efectuată pentru a reduce dimensionalitatea setului de 

date și a permite vizualizarea grupării nesupravegheate a grupurilor RCC și CTRL. Pentru a selecta 

componentele principale relevante (PC) care au permis discriminarea între grupurile RCC și CTRL, a 

fost folosit testul t Student. O valoare p probabilității mai mică de 0,05 a fost considerată 

semnificativă. PC-urile selectate au fost apoi folosite ca intrări pentru trei algoritmi de învățare 

automată (random forest, kNN și Bayes naiv) care au fost antrenați pentru a discrimina între grupurile 

RCC și CTRL. Algoritmii de învățare automată au fost validați intern utilizând validarea încrucișată 

cu excludere. Analiza statistică a fost efectuată folosind software-ul Quasar-Orange, biblioteca 

Orange- Spectroscopy (Laboratorul de Bioinformatică al Universității din Ljubljana). 

Rezultate. Spectrele SERS medii ale grupurilor RCC și CTRL, împreună cu abaterea lor standard, 

sunt prezentate în Figura 5.3.1. 

 

 

Fig. 5.3.1. (A) Spectrele medii SERS ale serului de la pacienții cu carcinom celular renal (RCC) versus control (CTRL). (B) 

Distribuția valorilor scorului de analiza PCA pentru componenta principală (PC) 2 și PC6 a pacienților RCC (roșu) și CTRL 

(albastru). (C) Graficele score plot din analiza PCA pentru PC2 și PC6 pentru pacienții cu RCC (roșu) și CTRL (albastru). 

(D) Graficele loading plot din analiza PCA pentru PC2 și PC6. 
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Primele nouă PC-uri au fost păstrate pentru analize ulterioare, acestea explicând 98% din variația din 

setul de date inițial. Diferențele în valorile scorului celor nouă PC-uri între grupurile RCC și CTRL au 

fost testate prin testul t Student. Scorurile PC2 și PC6 au arătat diferențe semnificative statistic între 

cele două grupuri (p < 0,05) (Figura 5.3.1B). Graficul score plot pentru PC2 și PC6 a arătat o tendință 

clară de grupare a celor două grupuri (Figura 5.3.1C). Graficele loading plot corespunzătoare PC2 și 

PC6 sunt prezentate în Figura 5.3.1D, evidențiind principalii contributori la gruparea spectrelor SERS. 

Astfel, PC2 este dominat de benzile atribuite carotenoidelor la 1155 și 1520 cm-1, în timp ce PC6 este 

dominată de benzile atribuite metaboliților purinici. 

Pentru a testa performanța profilării SERS ca instrument de screening pentru RCC, au fost utilizați 

trei algoritmi de învățare automată (random forest, kNN și Bayes naiv). Cele două componente 

selectate anterior au fost folosite ca intrare pentru algoritmii de învățare automată, obținând o valoare 

AUC de 0,78 pentru algoritmul random forest, 0,78 pentru kNN și 0,76 pentru Bayes naiv (AUC 

medie 0,770,01) Figura 5.3.2). 

Discutii. Creșterea numărului anual de cazuri de CCR nou descoperite și numărul mare de stadii 

avansate sau metastatice la nivel local determină căutarea unor noi strategii eficiente de screening. În 

acest studiu, am demonstrat posibilitatea discriminării între grupurile RCC și CTRL pe baza 

spectrelor SERS ale serului deproteinizat. Dintr-o perspectivă clinică, profilarea bazată pe SERS ar 

putea fi utilizată ca strategie de screening preliminară, urmată de studii imagistice detaliate CT, RMN 

sau cu ultrasunete la pacienții la care profilarea SERS sugerează malignitate. 

Rezultatele sugerează că abilitatea profilării SERS a serului de a discrimina pacienții cu RCC provine 

din faptul că aceștia prezintă niveluri mai mari de metaboliți purinici (acid uric, xantină și 

hipoxantină), și totodată niveluri mai scăzute de carotenoide (Figura 5.3.1). 

 

 

Fig. 5.3.2. Comparația curbelor ROC pentru acuratețea clasificării obținute pe baza analizei SERS a probelor de ser de la 

pacienți cu carcinom celular renal, și a probelor control, folosind trei algoritmi de clasificare supravegheați (random forest, 

kNN, Bayes naiv). 

 

Hipoxantina, xantina și acidul uric sunt componente finale în catabolismul nucleotidelor purinice 

adenozină și guanozin fosfat. Studii epidemiologice extinse au arătat că nivelul inițial crescut al 

acidului uric seric (hiperuricemie) este asociat cu risc crescut de cancer la toate tipurile de cancer 

(Fini et al. 2012), și în special în RCC (Dai et al. 2020). Efectul pare să fie exercitat de suprareglarea 

componentelor cheie ale căilor inflamatorii cronice, cum ar fi adiponectina, proteina C-reactivă și 

leptina (Fini et al. 2012). Hiperuricemia este cauzată de dezechilibrul dintre producția și excreția 

acidului uric din cauza unei multitudini de factori genetici și de mediu, inclusiv alimentația și 
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consumul de alcool (Fini et al. 2012). În plus, odată ce procesul malign a început, acidul uric este 

eliberat continuu din celulele maligne. 

Intensitatea mai mare în benzile SERS atribuite acidului uric în grupul RCC este în conformitate cu 

studiile noastre SERS anterioare referitoare la detecția cancerelor de sân, gastrointestinal, pulmonar, 

ovarian, oral și de prostată (Moisoiu et al. 2019). Pe lângă acidul uric, o intensitate mai mare a 

benzilor SERS atribuite hipoxantinei (725, 1450 și 1684 cm-1) și xantinei (1684 cm-1) a fost observată 

și în cazul grupului RCC, în conformitate cu studiile anterioare referitoare detecția cancerelor de sân, 

gastrointestinal, pulmonar, ovarian, oral și de prostată (Moisoiu et al. 2019).  

Nivelurile crescute de hipoxantină la pacienții cu CCR au fost raportate anterior într-un studiu 

metabolomic realizat de Monteiro și colab. (Monteiro et al. 2016), autorii raportând, de asemenea, 

niveluri crescute ale acestui metabolit la pacienții în vârstă și la pacienții fumători, un efect care poate 

confunda hipoxantina ca marker RCC. Din punct de vedere mecanistic, creșterea nivelurilor de 

hipoxantină și xantină ar putea fi rezultatul scăderii asociate cancerului a xantin-oxidoreductazei 

(XOR), enzima care catalizează conversia xantinei și hipoxantinei în acid uric (Battelli et al. 2016). 

Cu toate acestea, acest mecanism nu este specific RCC. 

Spre deosebire de cazul benzilor SERS atribuite metaboliților purinici, care au prezentat intensități 

scăzute în RCC, benzile Raman rezonante la 1155 cm-1 și 1520 cm-1 atribuite carotenoidelor au 

prezentat intensități mai mici (Figura 5.3.1A). Carotenoidele sunt o clasă de peste 750 de pigmenți 

organici naturali (Johnson 2002). Cele mai studiate carotenoide sunt beta-carotenul, licopenul, luteina 

și zeaxantina, care se găsesc în diferite fructe și legume. Aportul alimentar scăzut sau concentrațiile 

sanguine de carotenoide au fost legate de o incidență mai mare a bolilor cardiovasculare, cancerului și 

mortalității de orice cauză (Aune et al. 2018). 

Un efect similar a fost observat și pentru RCC (Lee et al. 2009). Carotenoidele inhibă deteriorarea 

oxidativă a ADN-ului, mutageneza, creșterea tumorii și transformarea malignă și îmbunătățesc 

comunicarea celulă-celulă, protejând astfel celulele împotriva transformării maligne (Lee et al. 2009). 

Cu toate acestea, similar metaboliților purinici, perturbațiile carotenoidelor nu sunt specifice CR. 

Analiza PCA a spectrelor SERS a identificat două componente principale (PC) care sunt semnificativ 

diferite între grupurile RCC și CTRL (PC2 și PC6). PC2 este dominat de benzi negative la 1155 cm-1 

și 1520 cm-1 atribuite carotenoidelor, iar spectrele SERS aferente grupului RCC s-au grupat spre 

partea negativă a axei, în conformitate cu intensitatea mai mică a acestor benzi SERS în grupul RCC. 

În schimb, PC6 este dominat de benzi SERS pozitive atribuite metaboliților purinici și, așa cum era de 

așteptat, spectrele din grupul RCC sunt poziționate spre valori mai mari ale scorului PC6. Luate 

împreună, rezultatele PCA sugerează că informațiile spectrale privind metaboliții purinici și 

carotenoidele au fost suficiente pentru a realiza o bună separare între grupurile RCC și CTRL. 

Pentru a cuantifica acuratețea clasificării generată de profilarea SERS, trei algoritmi de învățare 

automată au fost antrenați pentru a discrimina între grupurile RCC și CTRL, obținând o valoare AUC 

de 0,78 pentru algoritmul random forest, 0,78 pentru kNN și 0,76 pentru Bayes naiv (AUC medie 

0,770,01). 

Deși nu a fost raportat încă niciun studiu anterior cu privire la profilarea SERS a biofluidelor la 

pacienții cu RCC, există mai multe studii care utilizează spectroscopia Raman pentru analiza 

specimenelor patologice (vezi meta-analiza de Jin și colab. (Jin et al. 2020)), precum și un studiu ce 

implică analiza SERS a probelor de țesut omogenizat (Johnson 2002). Profilarea SERS a probelor de 

țesut omogenizate a rezultat o acuratețe generală de 0,93, mai mare decât acuratețea generală de 0,77 

raportată în studiul de față. Este important însă de menționat că metoda necesită mostre de țesut 

excizat, motiv pentru care nu poate fi implementată ca o strategie de screening, ceea ce reprezintă o 

limitare importantă. 

Alte strategii de biopsie lichidă au fost, de asemenea, luate în considerare pentru RCC, cel mai 

avansat marker pentru detectarea acestuia fiind molecula de leziune renală-1 (KIM-1), care a rezultat 

o acuratețe de aproximativ 75% (Scelo et al. 2018). Având în vedere incidența relativ scăzută a CR, 

implementarea clinică a unei strategii de screening cu o asemenea acuratețe s-ar traduce în mulți 

subiecți sănătoși care necesită proceduri invazive pentru a exclude constatări fals pozitive. Profilul 
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microARN a fost, de asemenea, explorat pentru diagnosticul și screeningul RCC, cu o revizuire 

recentă de Sequira și colab. acuratețe de raportare variind de la 0,7 la 0,93 pentru diferite panouri 

miARN (Sequeira et al. 2021). Luate împreună, peisajul actual al strategiilor de biopsie lichidă pentru 

detectarea RCC este promițător. Cu toate acestea, există o lipsă de markeri validați în studii mari, 

prospective, randomizate (Ljungberg et al. 2019), subliniind necesitatea unor abordări noi. 

ConcluziI. În acest studiu, am demonstrat, pentru prima dată, că profilarea SERS a serului permite 

detectarea RCC prin captarea perturbațiilor cheie în metabolismul purinelor și carotenoidelor, 

obținând o precizie medie de 0,77 pe baza a trei algoritmi diferiți de învățare automată. Studiile 

viitoare care evaluează acuratețea profilării SERS în cohorte mari prospective cu validare externă sunt 

justificate pentru a valida această strategie și de a o translata în cadrul clinic actual. 

 

5.3.2. Diagnosticul și stratificarea moleculară a cancerului de vezică urinară prin profilarea 

SERS a urinei combinată cu secvențiere microARN 

Cancerul de vezică urinară (BC) prezintă cel mai mare cost per pacient dintre toate tipurile de 

cancer. Prin urmare, ne propunem să dezvoltăm un instrument non-invaziv, pentru diagnosticarea și 

stratificarea moleculară a pacienților cu BC pe baza profilării urinei prin spectroscopie SERS 

combinată cu informația livrată de secvențierea microARN (miARN). 

Metodele folosite sunt: Secvențierea de generație următoare (next-generation sequencing) a întregului 

miRNom și profilarea SERS au fost efectuate pe probe de urină colectate de la 15 pacienți cu BC și 16 

subiecți control (CTRL). O cohortă retrospectivă (BC=66 și CTRL=50) a fost analizată prin RT-qPCR 

pentru a confirma exprimările diferite ale miARN-urilor selectate. Precizia diagnosticului a fost 

evaluată folosind algoritmi de învățare automată (logistic regression, Bayes naiv și random forest), ce 

au fost antrenate să discrimineze între BC și CTRL, folosind ca intrare date miRNA, SERS, sau 

ambele. Stratificarea moleculară a BC pe baza profilării miARN și SERS a permis discriminarea între 

tumorile de grad înalt și de grad scăzut și între tipurile luminal și bazal. 

Pe baza combinării datelor SERS cu trei miARN-uri exprimate diferențial (miR-34a-5p, miR-

205-3p, miR-210-3p) s-a obținut o valoare AUC de 0,920,06 în discriminarea între BC și CTRL, o 

precizie care a fost superioară fie miARN-urilor (AUC = 0,840,03) fie datelor SERS (AUC = 

0,840,05) individuale. La evaluarea acurateței clasificării pentru BC luminal și bazal, combinația de 

miARN și profilarea SERS a avut o medie AUC de 0,950,03 pentru cei trei algoritmi de învățare 

automată, din nou mai bună decât miRNA (AUC = 0,890,04) sau SERS (AUC = 0,920,05) 

individual, deși datele SERS individuale au prezentat rezultate mai bune în ceea ce privește precizia 

clasificării. 

Cancerul de vezică urinară (BC) reprezintă una dintre cele mai frecvente tumori maligne, cu 

aproximativ 549.000 de cazuri noi și 200.000 de decese anual, 70% dintre ele fiind non-invazive 

musculare (NMIBC) la diagnosticul inițial (Saginala et al. 2020). BC are cel mai mare cost per 

pacient (Mossanen and Gore 2014), în principal pentru că diagnosticul BC, urmărirea și stratificarea 

riscului se bazează pe rapoarte de patologie și cistoscopii multiple, o strategie invazivă și 

consumatoare de resurse. 

Pacienții BC prezintă de obicei simptome ale tractului urinar inferior sau hematurie, necesitând 

cistoscopie imediată pentru confirmarea cauzei maligne. Tumoarea vezicii urinare este apoi rezecata 

prin rezecție transuretrală și trimisă pentru analiza patologică, ceea ce permite stadializarea în NMIBC 

sau BC musculo-invaziv (MIBC).  

Din păcate, puterea predictivă a clasificării histologice actuale a BC este suboptimă, nereușind să țină 

seama de bazele moleculare ale BC (Kardoust Parizi et al. 2021). Recent a fost propusă clasificarea 

moleculară a BC în două subtipuri majore cu semnificație prognostică diferită: (i) un subtip bazal cu 

un model de diferențiere scuamoasă și o boală mai agresivă și (ii) un subtip luminal cu un prognostic 

mai blând (Rodriguez Pena et al. 2019).  
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Cu toate acestea, similar clasificării histologice, stratificarea BC în subtipuri bazal și luminal este 

posibilă numai folosind secvențierea ARN sau analiza imunohistochimică a probelor de țesut obținute 

în timpul procedurilor endoscopice (Kouba et al. 2020). În funcție de rezultatele analizei patologice, 

tratamentul recomandat poate include fie cistectomia, de obicei pentru MIBC, fie rezecția 

transuretrală a tumorii vezicii urinare urmată de urmărire pe tot parcursul vieții prin cistoscopie, de 

obicei pentru NMIBC (Babjuk et al. 2019).  

Pentru a depăși nevoia de proceduri endoscopice invazive și costisitoare în diagnosticul BC, 

urmărirea și stratificarea moleculară, s-a căutat în mod continuu dezvoltarea de instrumente de biopsie 

lichidă. De exemplu, microARN-urile (miARN-urile), transcripții scurte care reglează expresia 

genelor la nivel post-transcripțional (Dragomir, Knutsen, and Calin 2018), au fost explorate pe larg ca 

mijloace de a efectua biopsie lichidă (Matullo, Naccarati, and Pardini 2016). Cu toate acestea, după 

aproape două decenii de cercetare miRNA în oncologie, niciun instrument de diagnostic bazat pe 

miRNA nu a fost aprobat. Astfel, credem că trebuie dezvoltate strategii ingenioase pentru a integra 

miRNA-urile în practica clinică. Spectroscopia SERS a abordat recent sarcina complexă de a efectua 

biopsie lichidă în cancer (Guerrini and Alvarez-Puebla 2019) și reprezintă o metodă emergentă în 

spectroscopia clinică.  

Bazându-se pe studiile anterioare care sugerează că atât miRNA, cât și profilarea SERS reprezintă 

strategii promițătoare independente pentru aplicarea în biopsia lichidă, în acest studiu, am evaluat 

pentru prima dată sinergismul dintre miARN și profilarea SERS a urinei pentru diagnosticul și 

stratificarea moleculară a BC. 

Profilare SERS. Pentru analiza SERS, 50 μL de urină au fost amestecați cu 450 μL de metanol și s-a 

centrifugat timp de 10 minute la 5800xg. Supernatantul a fost colectat cu grijă pentru a nu perturba 

peletul. Analiza SERS a fost efectuată folosind nanoparticule de argint sintetizate prin reducere cu 

clorhidrat de hidroxilamină (hya-AgNPs) (Leopold and Lendl 2003). Nouă μL de hya-AgNPs au fost 

amestecați cu 1 μL de urină centrifugată. Apoi, nanoparticulele hya-AgNP au fost activate prin 

adăugarea a 1 μL de Ca(NO3)2 10–2 M (concentrația finală de Ca2+ 10–3 M). O picătură de 5 μL din 

acest amestec a fost depusă pe o lamă de microscop acoperită cu folie de aluminiu, iar spectrele SERS 

au fost achiziționate imediat. Configurația experimentală a constat dintr-un spectrometru Raman 

portabil (iRaman, BW-Tek) echipat cu un laser cu emisie la 532 nm și un obiectiv 20X (NA 0,4). 

Spectrul de fundal a fost achiziționat ca un spectru separat și apoi a fost scăzut din spectrul SERS al 

probelor. Fiecare măsurătoare a constat într-o medie de 2 achiziții, câte 10 secunde fiecare, și a fost 

efectuată cu puterea laserului setată la 30% (~18 mW). 

Spectrele SERS au fost preprocesate folosind software-ul Quasar-Orange, biblioteca Orange-

Spectroscopy (Laboratorul de bioinformatică al Universității din Ljubljana) (Toplak et al. 2021). Pre-

procesarea aplicată spectrelor SERS din acest studiu este similară cu cea efectuată în studii anterioare, 

scopul final fiind acela de a translata biopsia lichidă SERS spre o metodă standardizată. În acest sens 

s-a păstrat regiunea spectrală între 400 și 1800 cm−1 ce a fost preprocesată prin normalizarea 

vectorială, scăderea liniei de bază și netezire (Savitzky-Golay, cu fereastra setată la 5 și ordin 

polinomial 2).  

Pentru a explora datele și pentru a reduce dimensionalitatea, a fost efectuată analiza în componente 

principale (PCA). Apoi, primele 11 componente principale (PC) (care explică 98% din varianța 

inițială a datelor) au fost clasate pe baza diferenței de valori ale scorului dintre grupurile BC și CTRL 

utilizând valoarea p obținută prin testul t Student. O valoare p a probabilității mai mică de 0,05 a fost 

considerată semnificativă. Valorile scorurilor PC-urilor semnificative statistic au fost apoi utilizate ca 

intrare pentru algoritmii de clasificare supravegheați (Bayes naiv, regresie logistică și random forest). 

Spectrele SERS ale grupului CTRL au prezentat benzi în regiunea 500–550 cm−1 și un fundal crescut 

în intervalul 1730–1800 cm−1; cu toate acestea, nu a fost găsită nicio atribuire pentru aceste 

caracteristici spectrale. Astfel, pentru clasificarea BC bazal și luminal am păstrat doar intervalul 

spectral 550–1730 cm−1. Am testat diferența statistică a primelor 11 PC-uri (care explică 99% din 

varianța inițială) între grupurile bazal și luminal, PC8 fiind singura PC cu o valoare p<0,05 (testul t 

Student). 
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Prin urmare, clasificatorii (Bayes naiv, regresie logistică și random forest) au fost implementați pe 

scorurile PC8. La compararea BC de grad înalt cu grad scăzut, niciunul dintre PC nu a atins 

semnificație statistică. Astfel, toate primele 11 PC-uri (care explică 99% din variația inițială) au fost 

utilizate pentru clasificarea BC de grad înalt și de grad scăzut. 

Rezultate 

Profilarea urinei miRNA și SERS combinată poate distinge cu precizie pacienții cu cancer de 

vezică urinară de grupul control. Profilarea miRNom a urinei bazată pe NGS a rezultat niveluri de 

expresie pentru 200 de miARN testabili între BC și CTRL. Trei algoritmi de învățare automată (Bayes 

naiv, regresie logistică și random forest) au fost rulați folosind datele de expresie NGS din cohorta 

prospectivă pe panoul format din miR-34a-5p, miR-205-5p și miR-210- 3p, rezultând o valoare AUC 

de 0,87 pentru Bayes naiv, 0,84 pentru regresia logistică și 0,81 pentru random forest (AUC medie 

0,840,03). 

În paralel, am efectuat și profilarea SERS a acelorași probe de urină. Spectrele medii SERS ale urinei 

pentru grupurile BC și CTRL sunt prezentate în Figura 5.3.3. 

 

Fig. 5.3.3. Spectrele medii SERS ale urinei pentru grupurile BC și CTRL (linie) și abaterea standard. 

 

Cele mai proeminente diferențe spectrale dintre cele două grupuri au vizat benzile SERS atribuite 

metaboliților purinici (în principal acid uric și hipoxantină) și creatininei. Intensități mai mari ale 

benzilor SERS la 644, 725, 1350 cm−1 (atribuite acidului uric și hipoxantinei) în probele de urină de la 

pacienții cu cancer, comparativ cu martorii, au fost raportate de asemenea în studii anterioare (Del 

Mistro et al. 2015; Iancu et al. 2022). Într-adevăr, niveluri mai mari de acid uric și hipoxantină în 

probele de la pacienți cu cancer, în comparație cu martorii, erau de așteptat, deoarece cancerul este 

asociat cu o creștere a ratei de turnover celular (El Ridi and Tallima 2017) și xantina oxidoreductaza, 

care convertește hipoxantina în xantină, este reglată în jos în cancer (Linder et al. 2005). Apoi, s-a fost 

efectuat analiza PCA pentru a reduce dimensionalitatea datelor. Primele 11 PC-uri, care au explicat 

98,3% din varianța inițială, au fost păstrate pentru analize ulterioare. 

Din cele 11 PC-uri, 4 dintre ele (PC2, PC6, PC10 și PC11) au prezentat o diferență semnificativă 

statistic între grupurile BC și CTRL (Figura 5.3.4), așa cum a evidențiat selecția caracteristicii testului 

t. Din păcate, nu a fost disponibilă urină pentru cohorta retrospectivă pentru a valida PC-urile 

exprimate diferențial. Valorile scorului PC2 și PC6 au indicat o tendință clară pentru gruparea 

nesupravegheată a celor două grupuri (Figura 5.3.4). Apoi, cele 4 PC-uri selectate anterior care conțin 

diferite peak-uri SERS (Figura 5.3.4), au fost folosite ca intrare pentru algoritmii de clasificare  
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Fig. 5.3.4. De sus în jos: Distribuția valorilor scorurilor pentru componenta principală (PC) 2, 6, 10, 11 pentru BC și CTRL; 

Diagrama score plot PC6 și PC2 pentru pacienții BC și grupul CTRL; Peak-uri SERS ale PC2, PC6, PC10 și PC11; 

Comparația curbelor ROC pentru acuratețea clasificării obținută: doar miRNA, doar SERS și combinația celor două folosind 

trei algoritmi de clasificare supravegheați (Bayes naiv, regresie logistică și random forest). MedieSD. *p < 0,05; **p <0,01; 

***p < 0,001; ****p < 0,0001. 
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supravegheați, obținând o valoare AUC de 0,86 pentru Bayes naiv, 0,87 pentru regresia logistică și 

0,78 pentru random forest (AUC medie 0,840,05) (Tabel II.1). 

În plus, am căutat să explorăm sinergismul dintre cele două strategii de biopsie lichidă 

ortogonală. Pentru aceasta, expresia NGS a celor trei miRNA-uri selectate (miR-34a-5p, miR-205-5p 

și miR-210-3p) a fost combinată cu cele patru PC-uri selectate anterioare, iar algoritmii de învățare 

automată supravegheați au rulat pe seturi ale datelor combinate. Comparațiile directe ale preciziei de 

clasificare obținute numai de miARN, SERS individual sau combinația celor două au arătat că acesta 

din urmă a obținut cele mai bune rezultate în toți cei 3 algoritmi de clasificare, obținând o medie AUC 

de 0,920,06 (AUC de 0,97, 0,94 și 0,86 pentru Bayes naiv, regresie logistică și random forest), 

(Figura 5.3.4 și Tabelul II.1). 

 

Table II.1. Capacitatea de diagnosticare pentru distingerea pacienților cu cancer de vezică urinară și grupul de control cu trei 

algoritmi de clasificare (Bayes naiv, regresie logistică și random forest) rulată pe seturi de date constând numai din primele 

trei miARN-uri exprimate diferit (miR-34a-5p, miR-205-5p și miR-210-3p), datele SERS individuale sau o combinație a 

celor două (miARN + SERS). 

Model input AUC CA F1 Precision Recall 

Logistic 

Regression 

miRNA 0.84 0.74 0.74 0.74 0.74 

SERS 0.87 0.84 0.84 0.84 0.84 

miRNA + SERS 0.94 0.90 0.90 0.90 0.90 

Naïve 

Bayes 

miRNA 0.87 0.77 0.77 0.77 0.77 

SERS 0.86 0.84 0.84 0.84 0.84 

miRNA + SERS 0.97 0.93 0.93 0.93 0.93 

Random 

Forest 

miRNA 0.81 0.74 0.74 0.74 0.74 

SERS 0.78 0.71 0.71 0.71 0.71 

miRNA + SERS 0.86 0.74 0.74 0.74 0.74 

AUC = Aria de sub curba ROC; CA = acuratețe de clasificare; 

 

Profilarea urinei miARN și SERS combinată nu prezice gradul BC, dar se corelează cu 

clasificarea moleculară a BC. 

În continuare, am decis să testăm capacitatea profilării miARN și SERS de a stratifica 

pacienții cu BC în grad înalt și scăzut. Spectrele SERS medii ale urinei pentru BC de grad înalt și 

scăzut sunt prezentate în Figura 5.3.5. 

Rezultatele analizei PCA au arătat că niciuna dintre componentele principale nu a atins 

semnificație statistică între grupurile cu grad înalt și grad scăzut, și că a existat o tendință slabă pentru 

gruparea nesupravegheată a celor două grupuri (Figura 5.3.5). Așa cum era de așteptat, nici nivelurile 

de expresie miR-1246 NGS (AUC medie de 0,47) și nici profilarea SERS (AUC medie de 0,46) nu au 

putut prezice eficient gradul tumorii, setul de date combinat miARN și SERS prezentând o valoare 

AUC de 0,39 pentru algoritmul regresia logistică, 0,64 pentru Bayes naiv și 0,62 pentru random 

forest. Aceste date arată cât de puțin reflectă gradul tumorii fenotipul unei tumori. Astfel, am evaluat 

acuratețea profilării miARN și SERS a urinei în realizarea unei stratificări moleculare a pacienților. 
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În ceea ce privește profilarea SERS, diferența spectrală dintre subtipurile luminal și bazal a 

prezentat un model complex, implicând mai multe benzi SERS atribuite metaboliților de purinici și 

creatininei (Figura 5.3.6).  

 

 

 

 

Fig. 5.3.5. De susu în jos: Spectrul mediu SERS al urinei de la pacienții cu grad scăzut comparativ cu pacienții cu grad înalt 

BC; Distribuția valorilor scorurilor pentru componenta principală (PC) PC5 și PC6 la pacienții cu BC de grad scăzut (roșu) 

față de BC de grad înalt (albastru); Curba ROC pentru clasificarea BC de grad scăzut și de grad înalt, realizată prin 

algoritmul Bayes naiv, rulat pe seturi de date constând numai din miARN-uri exprimate diferențial (miR-1246), numai date 

SERS (primele 11 PC-uri) sau o combinație a celor două. Curba ROC pentru clasificarea BC de grad scăzut și de grad înalt 

realizată prin algoritmul de regresie logistică rulat pe seturi de date constând numai din miARN-uri exprimate diferit (miR-

1246), numai date SERS (primele 11 PC-uri) sau o combinație a celor două. Curba ROC pentru clasificarea BC de grad 

scăzut și de grad înalt realizată prin algoritmul random forest rulat pe seturi de date constând numai din miARN-uri 

exprimate diferit (miR-1246), numai date SERS (primele 11 PC-uri) sau o combinație de celor două. Media ± SD. ns = 

nesemnificativ, **p < 0,01. 
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Fig. 5.3.6. De sus în jos: Spectrele SERS medii ale urinei pentru BC luminal și bazal; Graficul loadings PC8; Comparația 

curbelor ROC pentru acuratețea clasificării obținută doar de miARN, doar SERS sau combinația celor două folosind trei 

algoritmi de clasificare supravegheați (Bayees naiv, regresie logistică și random forest) pentru BC luminal și bazal. 

MedieSD. ***p < 0,001 

 

Pentru a explora datele, s-a efectuat analiza PCA, obținând o singură PC care a prezentat o diferență 

semnificativă statistic între subtipurile luminal și bazal (PC8) (test t Student, p <0,001) (Figura 5.3.6). 

Graficul loadings PC8 este prezentat în Figura 5.3.6. Apoi, PC8 selectat anterior a fost folosit ca 

intrare pentru algoritmii de învățare automată supravegheați, rezultând o valoare AUC de 0,91, 0,98 și 

0,88 pentru algoritmii Bayes naiv, regresie logistică și random forest (valoare medie 0,920,05). 

În cele din urmă, sinergismele între miARN și SERS au fost găsite în toți cei trei algoritmi de 

clasificare în ceea ce privește AUC (Figura 5.3.6). Astfel, combinația dintre miRNA și profilarea 

SERS a avut o medie AUC de 0,950,03 pentru cei trei algoritmi de învățare automată (AUC de 0,95, 

0,98 și 0,93 pentru Bayes naiv, regresie logistică și random forest), mai mult decât datele miARN 

individual (AUC=0,890,04) sau SERS individual (AUC=0,920,05). 
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De notat, în ceea ce privește acuratețea clasificării, SERS individual a avut rezultate mai bune decât 

miRNA individual sau miRNA și SERS combinate. Aceste date confirmă clar că o combinare a celor 

două metode de biopsie lichidă îmbunătățește diagnosticul și stratificarea BC. 

 

Concluzii. În acest studiu, am demonstrat că profilarea miRNA a urinei se completează cu profilarea 

SERS pentru o mai bună stratificare moleculară și diagnosticare a cancerului de vezică. Considerăm 

că prin combinarea a două metode de biopsie lichidă poate fi dezvoltat un instrument relevant din 

punct de vedere clinic, care poate ajuta diagnosticul acurat al cancerului de vezică. 
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  Act. 5.4  Elaborarea instrucțiunilor de utilizare a metodei de detecție în practica  clinică 

Am prezentat în detaliu metodele folosite pentru validarea conceptului de detecție în practica  clinică 

a diferitelor forme de cancer folosind spectroscopia SERS. În vederea utilizării acestei metode de 

detecție în practica clinică trebuiesc parcurse următoarele etape: 

1) Prelevare probelor de sânge (între 5 și 10mL) folosind vacutainere adecvate pentru tipul de 

biofluid dorit (ser și/sau plasmă) 

2) Sinteza nanoparticulelor magnetoplasmonice folosind metodele descrise în cadrul proiectului 

3) Optimizare concentrațiilor soluțiilor coloidale în intervalul dorit 

4) Biofuncționalizarea nanoparticulelor cu aptamerii doriți folosind metodele descrise în cadrul 

proiectului 

5) Separarea exozomilor din probele de sânge  

6) Incubarea soluțiilor coloidale care conțin nanoparticule magnetoplasmonice 

biofuncționalizate cu soluțiile care conțin exozomi obținuți din probele sangvine 

7) Separarea magnetică a nanohibrizilor  

8) Depunerea nanohibrizilor pe substrate solide în vederea analizei Raman amplificate de 

suprafață 

9) Analiza SERS a nanohibrizilor folosind diferite radiații laser axcitatoare (532, 633, 785 nm) 

10) Prelucrarea datelor spectrale obținute 

11) Analiza nesupervizată de tip PCA (Principal Component Analysis) a datelor spectrale 

obținute  

12) Analiza multivariata supervizata a datelor spectrale  

13) Determinarea specificitatii, senzitivității și preciziei metodei de detecție 

14) Stabilirea diagnosticului final    
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Act. 5.6  Activități pentru obținerea, validarea și protejarea drepturilor de proprietățe 

intelectuala și industriala. 

Drepturile de proprietate intelectuală, pentru lucrările publicate, sunt asigurate prin legislațiile 

internaționale. Astfel este interzis a prelua figuri sau date din lucrările publicate, chiar dacă acestea 

sunt modificate, fără acceptul autorilor. 

 

Act. 5.7 Diseminarea & alte activități privind vizibilitatea 

Vizibilitatea rezultatelor stiintifice obținute este asigurată prin accesul la revistele în care au fost 

publicate, majoritatea articolelor fiind cu acces liber. în aceste reviste se publică lucrări care contin 

rezultate valoroase, gradul de acceptare a manuscriselor trimise spre publicare pentru revistele din 

grupa Q1, situându-se între 10-20 %. Originalitatea rezultatelor științifice este oglinditî prin numărul 

mare de citari ale lucrărilor elaborate în cadrul contractului. Astfel, în primele 5 luni ale anului 2022 
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4. G. Stiufiuc, V. Toma, A. Onaciu, C. Molodovan, R. Marginean, R. Stiufiuc, A new type of 

solid plasmonic substrates based on TFF filtered silver nanoparticles for biomedical 

applications: from early cancer detection to chiral separation, 16th International Conference 

of nanostructured Materials, NANO2022, Sevilla, June 4-10, 2022, Spania, poster 
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