Raport de activitite

privind implementarea proiectului Cod PN-111-P4-1D-PCCF-2016-0112, Nr.6/2018 cu titlul
Nanomateriale magnetoplasmonice multifunctionale pentru aplicatii de tip point of care,
ianuarie 2022-iunie 2022, Faza unica 2022

Rezumat

In cadrul proiectului au fost preparate nanostructuri magnetoplasmonice anizotrope pe baza
de argint si respectiv CoFe,0,@SiO@Au. Au fost studiate proprietatile fizice ale acestora. Folosind
substrate magnetoplasmonice au fost analizate prin metoda SERS interactiunile structurale la nivelul
ADN-ului celular in mai multe tipuri de cancer si anume, cancerul renal, cancerul de vezica urinara,
leucemie asociata cu sindromul Down precum si limfadenopatia maligna. in cazul leucemiei asociate
cu sindromul Down, aria benzii marker SERS de ADN de la 1005 cm™ aratd o scidere treptati a
metilarii globale a ADN-ului pe masura ce celulele progreseaza de la o pre-leucemie la o leucemie
acuta complexa. S-a folosit o strategie de biopsie lichida pentru a detecta carcinomul celular renal
(RCC), cel mai raspandit cancer renal (CR). Spectrele SERS atribuite Tn principal metabolitilor
purinici au prezentat intensitati mai mari iar cele ale carotenoidelor intensitati mai mici n grupul
RCC. in cazul cancerului de vezica urinara s-a demonstrat ca profilarea miARN se completeaza cu
profilarea SERS pentru un diagnostic acurat al acestuia.

Plan de realizare pentru anul 2022, etapa a 5-a:
Validarea conceptului de detectie Tn practica clinica prin incubarea nanoparticulelor hibride
bifuncrionalizate cu aptameri cu probe de ser prelevate de la pacientii diagnosticati cu AML,

Activitati prevazute :

Act. 5.1 Achizitionarea dispozitivelor, chimicalelor si a altor obiecte de laborator
incluzand consumabilele.

Act. 5.2 Sinteza nanoparticulelor multifunctionale hybride avand proprietatile dorite n
vederea testarii lor in practica clinica si prepararea probelor de sdnge provenite de la pacientii
diagnosticati cu AML.

Act. 5.3 Verificarea si validarea conceptului de detectie Tn practica clinica.

Act. 5.4 Elaborarea instructiunilor de utilizare a metodei de detectie in practica clinica.

Act. 5.5 Activitati de informare si reclama.

Act. 5.6 Activitati pentru obtinerea, validarea si protejarea drepturilor de proprietate
intelectuala si industriala.

Act. 5.7 Diseminarea & alte activititi privind vizibilitatea.

Act. 5.8 Achizitia serviciilor de audit.

Act. 5.9 Raportarea.

Act. 5.1 Achizitionarea dispozitivelor, chimicalelor si a altor obiecte de laborator incluzand
consumabilele.
Au fost achizitionate in termen toate chimicalele, obiectele de laborator precum si consumabilele
necesare realizarii etapei a 5-a a proiectului.
Rezultatele stiintifice obtinute Tn cadrul actiunilor 2-4 au fost publicate Th 9 lucrari Tn reviste de
specialitate cu factor de impact ridicat (Q1). Spariul alocat raportului fiind limitat vom prezenta doar
succint unele din rezultatele obtinute.



Act. 5.2 Sinteza nanoparticulelor multifunctionale hybride avand proprietatile dorite n
vederea testarii lor in practica clinica si prepararea probelor de sdnge provenite de la pacientii
diagnosticati cu AML.

Nanostructurile de argint au fost sintetizate folosind ca agent reducator si stabilizator citratul de
trisodiu, al carui rol fundamental a fost intr-o prima faza acela de a reduce ionii de Ag* iar mai apoi de
a stabiliza structurile anizotrope sintetizate. Reactia de sinteza a fost efectuata intr-un vial introdus
intr-un cuptor cu microunde, care sa asigure o temperatura de sinteza mult mai omogena decat in
cazul metodelor clasice de sinteza. Mai mult, utilizarea microundelor a permis sinteza nanostructurilor
intr-un interval de timp foarte scurt (~ 3 minute).

Odata incheiata etapa de sinteza, nanoparticulele plasmonice anizotrope au fost analizate prin
Microscopie Electronica in Transmisie (TEM), Microscopia de Forta Atomica (AFM), Microscopia in
camp ntunecat (Dark Field Microscopy).

.\

Fig. 5.1.1. Imagini TEM ale nanoparticulelor de Fig.5.1.2. Analiza STEM a nanoparticulelor de argint sintetizate
argint plasmonice anizotrope sintetizate

Tn figura 5.1.1 este prezentatd o imagine de ansamblu a unei astfel de nanostructuri anizotrope
precum si o imagine TEM detaliatd a zonei centrale a acestei nanostructuri. Nanostructurile contin o
nanoparticula centrala interconectata cu mai multe brate individuale unidirectionale. Analiza EDX
(figura 5.1.3) a confirmat faptul c@ nanostructurile anizotrope sunt alcatuite din atomi de Ag.
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Fig. 5.1.3. Analiza EDX a nanoparticulelor Fig. 5.1.4. Imagine topografica AFM a nanoparticulelor sintetizate

Analiza STEM confirma observatiile prezentate anterior folosind datele TEM-Fig.5.1.2. In
plus, se pare cd avem de-a face cu o structurd cristalind orientatd {111} in centrul céreia se afld o
singurd nanoparticuld quasi-sferica. Diferentele foarte mici de contrast observate in cazul bratelor care
compun starurile indica faptul ca acestea au o structura 2D. In figura 5.1.4 este prezentati o imagine
AFM a unor nanostaruri care au fost depuse pe un substrat de CaF. in vederea utilizarii ca si substrate
plasmonice pentru analiza SERS a biofluidelor.

Odata incheiata etapa de sinteza, caracterizare si producere a substratelor plasmonice solide s-
a trecut la etapa de validare a acestora folosind ca analiti diverse biofluide cu potential aplicativ



extrem de ridicat cum ar fi compusii farmaceutici cu sectiune de imprastiere Raman scazuta (atenolol,
metoprolol), aminoacizi sau chiar lizate celulare.

Nanoparticulele de CoFe,O, au fost preparate prin metoda hidrotermala (Bortnic et. al. 2022).
Pentru a depozita pe aceste nanoparticule invelisul de SiO. s-a folosit metoda Stober. Astfel,
nanoparticulele (0.2 mmol) au fost dispersate Th 80 mL etanol si agitate mecanic sub actiunea
ultrasunetelor. Particulele dispersate au fost functionalizate folosind 0.2 mL APTES. Depunerea
stratului de SiO; pe suprafata acestora s-a realizat prin adaugarea de TEOS (0.2mL) si cresterea pH-
ului prin adaugarea unei solutii de NH,OH. Solutia, contindnd acest amestec, a fost agitata timp de 2
ore in prezenta ultrasunetelor, mentinand temperatura constanta la T=40 °C. Dupa spalarea n etanol si
dispersarea nanoparticulelor de CoFe,Os@SiO; in apa, acestea au fost functionalizate cu APTES. In
solutia de nanoparticulele dispersate n apa, s-a adaugat secvential o solutie de acid cloroauric, citrat
de sodiu dehidrat si borohidrura de sodiu, in timpul agitarii mecanice in cdmp de ultrasunete
mentindnd temperatura la T= 65 °C (Bortnic et. al. 2022)..

Table 1. Compositions, lattice parameters, crystallites sizes, magnetizations and coercive fields. AuN
is a symbol for CoFe; Oy @SiO;@AulN nanostructures with N = 1-3).

Nanostructure CoFe;04 Aul Au2 Au3
CoFeyOy 100 46.8 41.8 243
Composition (weight %) Si0, - 11.0 11.6 6.3
Au - 422 46.6 69.4
Lattice parameter (nm) CoFe,O; core 0.8379 (9) 0.8375(4) 0.8372(9) 0.8376(9)
Crystallite size (nm 142 (2) 20.2 (3) 17.3 (2) 20.2(2)
Lattice parameter (nm) - 04073 (2) 04073(9) 0.4074(7)
Au shell
Crystallite size (nm - 23.57 (2) 15.86 (4) 18.88 (6)
Nanocompc_)mte magnetization/CoFe; Oy 86.9 86.1 845 855
weight percent (emu/g)
Coercive field He(T) T=42k 0.35 0.20 0.28 0.19
T=300k 0.04 0.03 0.03 0.030

(<)

Fig.5.1.5. Imagini SEM ale nanoparticulelor de CoFe204 (a,b)

si histogramele cu dimensiunile particulelor.

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

(jos) ale nanocompozitelor CoFe204@SiO2@Au2.
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Fig5.1.7. 1zoterme de magnetizare masurate la 4.2 K respectiv 300 K.

Spectrele de raze X a nanoparticulelor de CoFe04s@SiO.@Au evidentiaza prezenta liniilor
caracteristice atat ale CoFe,O4 precum si ale aurului. SiO, este in stare amorfa, fapt evidentiat prin
prezenta unui maxim larg, la unghiuri mici in spectrele de difractie. Imaginile TEM si respectiv SEM
evidentiaza ca nanoparticulele de CoFe,O4 au 0 forma aproape sferica si sunt aglomerate in structuri
pseudo-sferice in forma de ,,zmeurd”-Fig.5.1.5a,b. Dimensiunea medie a cristalitelor este de 18 nm-
Fig.5.1.5c. Prezenta unui invelis de SiO», care acopera particulele de CoFe,O4 poate fi observata in
toate cazurile-Fig.5.1.6. Dimensiunea medie a nanostructurilor CoFe;O4@SiO; este in jur de 79 nm
(Bortnic et. al. 2022). Nanustructurile CoFe:0,@SiO.@Au sunt aproape in ntregime acoperite cu
Au. Compozitiile acestor nanostructuri precum si proprietatile fizice sunt redate in Tabelul 5.1.1.
Izotermele de magnetizare la T=4.2 K si respectiv T=300K sunt redate in Fig.5.1.7. Analiza datelor
pentru nanoparticulele de CoFe;Os evidentiazaa prezenta unei comportari de tip sticla de spin
suprapusa peste o ordonare dominanta de tip ferrimagnetic. Dependenta de campul extern a
magnetizarii componentei de tip sticld de spin este descrisa de relatia M(H)/M(0)=1-bH™Y2 ™ care
starile de spin sunt corelate(Bortnic et. al. 2022, Burzo et.al.2022).. Compozitia probei este
(C0o.162F€0.5838)[CO0.838F€1162]O+ apropiati de o structura de tip spinel invers. Contributiile la
magnetizare a structurii de tip sticla de spin sunt in jur de 8% din magnetizarile nanoparticulelor.
Deviatia spinilor de la o aranjare dupa o singura axa poate fi indusa prin; (1) distrugerea simetriei prin
ruperea legaturilor de schimb in stratul de suprafata; (2) competitia dintre interactiunile feromagnetice
din interiorul subretelelor magnetice si antiferomagnetice si intre acestea; (3) anizotropia stratului de
suprafata care depinde de modul de distrubutie a ionilor magnetici (Bortnic et. al. 2022).. Analiza
comparativa a datelor evidentiaza ca nu toti ionii magnetici aflati in stratul de suprafata (avand
grosimea ce corespunde la un parametru de retea) sunt implicati in comportarea de tip sticla de spin.
Din stratul de suprafata avand grosimea corespunzatoare unei celule unitate, contribuie doar ionii
magnetici care au legaturi rupte la suprafata.

Campurile coercitive la temperatura mediului ambiant sunt cu un ordin de marime mai mici
comparativ cu valorile determinate la T=4.2 K-Tabelul 5.1.1. Analiza diagramelor FORC evidentiaza
ca maximul in densitatea de probabilitate pentru CoFe,O4 este cu un ordin de marime mai mare
comparativ cu cea la nanostructurile CoFe,O4@SiO.@Aul-3-Fig.5.1.8. Maximul in distributia FORC
este deplasat spre valori pozitive ca dealtfel si cAmpurile de interactiune Tn nanostructurile de tip
miez-invelis. Interactiunile dipolare devin mai importante comparativ cu cele de schimb, in prezenta
invelisului de SiO>-Au, ca urmare a efectelor de ecranare.



(a) (b)

Fig.5.1.8. Diagramele FORC pentru CoFe204 (a) respectiv CoFe204@SiO2@Au2 (b)

Analiza curbelor de magnetizare evidentiaza prezenta unei contributii gigant diamagnetice.
Aceasta isi are originea in curentii stationari indusi de cdmpul aplicat, electronilor cuasi-liberi aflati in
stratul de aur de la suprafata. Diamagnetismul aurului, xg Tn unitati relative yd/yas, unde yau este
diamagnetismul aurului in stare masiva, creste odata cu diminuarea suprafetelor particulelor. Pe
masura ce dimensiunea particlei de Au creste, susceptibilitatea diamagnetica se apropie de cea a
aurului masiv.

Dupa sintetizarea si analiza proprietatilor fizice ale nanostructurilor elaborate s-a investigat
capacitatea substratelor plasmonice de a detecta si de a pune in evidenta interatiuni structurale la
nivelul ADN celular.

Act. 5.3 Verificarea si validarea conceptului de detectie Tn practica clinica.

Conceptul de detectie a cancerului prin SERS 1n practica clinica in cadrul fazei pe anul 2022 a
fost validat in urmatoarele cazuri: (1) diagnosticul cancerului renal; (2) diagnosticarea si stratificarea
moleculara a cancerului de vezica urinara.

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

Cancerul renal (CR) reprezintd 3% din toate cancerele, CU o crestere anuala de 2% a incidentei
la nivel mondial, motivand astfel necesitatea screening-ului. Cu toate acestea, nu exista in prezent un
instrument de screening stabilit pentru CR. Pentru a aborda aceastd problematicd, am evaluat
profilarea serului prin spectroscopie SERS, ca strategie de biopsie lichida, pentru a detecta carcinomul
celular renal (RCC), cel mai raspandit subtip histologic de CR. Astfel, au fost recoltate probe de ser
de la 23 de pacienti cu RCC si 27 de martori (CTRL) cu o patologie urologica benigna, precum litiaza
sau hipertrofia benigna de prostatd. Profilul SERS a serului deproteinizat a livrat spectre SERS
atribuite in principal metabolitilor purinici, care au prezentat intensitdti mai mari in grupul RCC,
precum si benzilor Raman ale carotenoidelor, ce au prezentat intensitati mai mici in grupul RCC.
Analiza componentelor principale (PCA) a spectrelor SERS a aratat o tendinta de grupare
nesupravegheata a celor doua grupuri. Apoi, trei algoritmi de invatare automata (random forest, KNN,
Bayes naiv) au fost implementati ca algoritmi de clasificare supravegheati pentru a obtine o
discriminare intre grupurile RCC si CTRL, obtinand o valoare AUC de 0,78 pentru algoritmul random
forest, 0,78 pentru kNN si 0,76 pentru Bayes naiv (medie AUC 0,77£0,01). Prezentul studiu
evidentiaza potentialul biopsiei lichide SERS ca strategie de diagnostic si screening pentru RCC.



Profilarea SERS. Pentru analiza SERS, 50 uL de ser au fost amestecati cu 450 uL. de metanol si S-a
centrifugat timp de 10 minute la 5800 g. Supernatantul a fost colectat cu grija pentru analize
ulterioare. Nanoparticulele de argint sintetizate prin reducere cu clorhidrat de hidroxilamina (hya-
AgNPs) au fost folosite ca substrat SERS. Analiza SERS a fost efectuatd pe un amestec de 45 pL de
hya-AgNPs activate cu Ca?* (prin adaos de Ca(NOs),) si 5 uL de ser. O picatura de 5 pL din acest
amestec a fost depusa pe o lama de microscop acoperitd cu folie de aluminiu, iar spectrele SERS au
fost achizitionate imediat. Spectrele SERS au fost inregistrate 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 proba printr-un obiectiv 5X (Leica, NA = 0,12). Fiecare
masuratoare a constat intr-o medie de 3 achizitii, cate 20 de secunde de integrare. Puterea laserului de
pe proba a fost setatd la 10% (~18 mW).

Analize statistice. Spectrele SERS finregistrate au fost preprocesate prin selectarea doar a regiunii
spectrale Tntre 400 si 1800 cm™ pentru analize ulterioare. Etapele ulterioare de preprocesare au inclus
normalizarea vectoriala, scaderea liniei de baza si netezirea (Savitzky—Golay, cu fereastra setatd la 5
si polinom de ordinul 2).

Analiza componentelor principale (PCA) a fost efectuata pentru a reduce dimensionalitatea setului de
date si a permite vizualizarea gruparii nesupravegheate a grupurilor RCC si CTRL. Pentru a selecta
componentele principale relevante (PC) care au permis discriminarea intre grupurile RCC si CTRL, a
fost folosit testul t Student. O valoare p probabilitatii mai micd de 0,05 a fost considerata
semnificativa. PC-urile selectate au fost apoi folosite ca intrari pentru trei algoritmi de invatare
automata (random forest, kNN si Bayes naiv) care au fost antrenati pentru a discrimina intre grupurile
RCC si CTRL. Algoritmii de invitare automatd au fost validati intern utilizdnd validarea incrucisata
cu excludere. Analiza statistici a fost efectuatd folosind software-ul Quasar-Orange, biblioteca
Orange- Spectroscopy (Laboratorul de Bioinformatica al Universititii din Ljubljana).

Rezultate. Spectrele SERS medii ale grupurilor RCC si CTRL, impreuna cu abaterea lor standard,
sunt prezentate in Figura 5.3.1.
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Fig. 5.3.1. (A) Spectrele medii SERS ale serului de la pacientii cu carcinom celular renal (RCC) versus control (CTRL). (B)
Distributia valorilor scorului de analiza PCA pentru componenta principala (PC) 2 si PC6 a pacientilor RCC (rosu) si CTRL
(albastru). (C) Graficele score plot din analiza PCA pentru PC2 si PC6 pentru pacientii cu RCC (rosu) si CTRL (albastru).
(D) Graficele loading plot din analiza PCA pentru PC2 si PCé.



Primele noua PC-uri au fost pastrate pentru analize ulterioare, acestea explicAnd 98% din variatia din
setul de date initial. Diferentele Tn valorile scorului celor noua PC-uri intre grupurile RCC si CTRL au
fost testate prin testul t Student. Scorurile PC2 si PC6 au aratat diferente semnificative statistic intre
cele doud grupuri (p < 0,05) (Figura 5.3.1B). Graficul score plot pentru PC2 si PC6 a aratat o tendinta
clara de grupare a celor doua grupuri (Figura 5.3.1C). Graficele loading plot corespunzitoare PC2 si
PC6 sunt prezentate in Figura 5.3.1D, evidentiind principalii contributori la gruparea spectrelor SERS.
Astfel, PC2 este dominat de benzile atribuite carotenoidelor la 1155 si 1520 cm™, Tn timp ce PC6 este
dominata de benzile atribuite metabolitilor purinici.

Pentru a testa performanta profilarii SERS ca instrument de screening pentru RCC, au fost utilizati
trei algoritmi de Tnvatare automata (random forest, kNN si Bayes naiv). Cele doud componente
selectate anterior au fost folosite ca intrare pentru algoritmii de invatare automata, obtinand o valoare
AUC de 0,78 pentru algoritmul random forest, 0,78 pentru kNN si 0,76 pentru Bayes naiv (AUC
medie 0,77+0,01) Figura 5.3.2).

Discutii. Cresterea numarului anual de cazuri de CCR nou descoperite si numarul mare de stadii
avansate sau metastatice la nivel local determina cautarea unor noi strategii eficiente de screening. in
acest studiu, am demonstrat posibilitatea discriminarii intre grupurile RCC si CTRL pe baza
spectrelor SERS ale serului deproteinizat. Dintr-o perspectiva clinica, profilarea bazata pe SERS ar
putea fi utilizata ca strategie de screening preliminard, urmata de studii imagistice detaliate CT, RMN
sau cu ultrasunete la pacientii la care profilarea SERS sugereaza malignitate.

Rezultatele sugereaza ca abilitatea profilarii SERS a serului de a discrimina pacientii cu RCC provine
din faptul ca acestia prezintd niveluri mai mari de metaboliti purinici (acid uric, xantind si
hipoxantind), si totodata niveluri mai scazute de carotenoide (Figura 5.3.1).
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Fig. 5.3.2. Comparatia curbelor ROC pentru acuratetea clasificarii obtinute pe baza analizei SERS a probelor de ser de la
pacienti cu carcinom celular renal, si a probelor control, folosind trei algoritmi de clasificare supravegheati (random forest,
kNN, Bayes naiv).

Hipoxantina, xantina si acidul uric sunt componente finale in catabolismul nucleotidelor purinice
adenozina si guanozin fosfat. Studii epidemiologice extinse au aratat ca nivelul initial crescut al
acidului uric seric (hiperuricemie) este asociat cu risc crescut de cancer la toate tipurile de cancer
(Fini et al. 2012), si in special in RCC (Dai et al. 2020). Efectul pare sa fie exercitat de suprareglarea
componentelor cheie ale cailor inflamatorii cronice, cum ar fi adiponectina, proteina C-reactiva si
leptina (Fini et al. 2012). Hiperuricemia este cauzata de dezechilibrul dintre productia si excretia
acidului uric din cauza unei multitudini de factori genetici si de mediu, inclusiv alimentatia si
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consumul de alcool (Fini et al. 2012). in plus, odati ce procesul malign a inceput, acidul uric este
eliberat continuu din celulele maligne.

Intensitatea mai mare in benzile SERS atribuite acidului uric Tn grupul RCC este in conformitate cu
studiile noastre SERS anterioare referitoare la detectia cancerelor de sén, gastrointestinal, pulmonar,
ovarian, oral si de prostata (Moisoiu et al. 2019). Pe langa acidul uric, o intensitate mai mare a
benzilor SERS atribuite hipoxantinei (725, 1450 si 1684 cm™) si xantinei (1684 cm™) a fost observata
si in cazul grupului RCC, in conformitate cu studiile anterioare referitoare detectia cancerelor de sén,
gastrointestinal, pulmonar, ovarian, oral si de prostata (Moisoiu et al. 2019).

Nivelurile crescute de hipoxantind la pacientii cu CCR au fost raportate anterior intr-un studiu
metabolomic realizat de Monteiro si colab. (Monteiro et al. 2016), autorii raportand, de asemenea,
niveluri crescute ale acestui metabolit la pacientii Tn varsta si la pacientii fumatori, un efect care poate
confunda hipoxantina ca marker RCC. Din punct de vedere mecanistic, cresterea nivelurilor de
hipoxantind si xantind ar putea fi rezultatul scaderii asociate cancerului a xantin-oxidoreductazei
(XOR), enzima care catalizeaza conversia xantinei si hipoxantinei in acid uric (Battelli et al. 2016).
Cu toate acestea, acest mecanism nu este specific RCC.

Spre deosebire de cazul benzilor SERS atribuite metabolitilor purinici, care au prezentat intensitati
scazute in RCC, benzile Raman rezonante la 1155 cm™ si 1520 cm™ atribuite carotenoidelor au
prezentat intensitati mai mici (Figura 5.3.1A). Carotenoidele sunt o clasa de peste 750 de pigmenti
organici naturali (Johnson 2002). Cele mai studiate carotenoide sunt beta-carotenul, licopenul, luteina
si zeaxantina, care se gasesc in diferite fructe si legume. Aportul alimentar scazut sau concentratiile
sanguine de carotenoide au fost legate de o incidentd mai mare a bolilor cardiovasculare, cancerului si
mortalitatii de orice cauza (Aune et al. 2018).

Un efect similar a fost observat si pentru RCC (Lee et al. 2009). Carotenoidele inhiba deteriorarea
oxidativi a ADN-ului, mutageneza, cresterea tumorii si transformarea malignd si Tmbunatitesc
comunicarea celula-celuld, protejand astfel celulele impotriva transformarii maligne (Lee et al. 2009).
Cu toate acestea, similar metabolitilor purinici, perturbatiile carotenoidelor nu sunt specifice CR.

Analiza PCA a spectrelor SERS a identificat douda componente principale (PC) care sunt semnificativ
diferite Intre grupurile RCC si CTRL (PC2 si PC6). PC2 este dominat de benzi negative la 1155 cm™
si 1520 cm™ atribuite carotenoidelor, iar spectrele SERS aferente grupului RCC s-au grupat spre
partea negativa a axei, in conformitate cu intensitatea mai mica a acestor benzi SERS in grupul RCC.
Tn schimb, PC6 este dominat de benzi SERS pozitive atribuite metabolitilor purinici si, asa cum era de
asteptat, spectrele din grupul RCC sunt pozitionate spre valori mai mari ale scorului PC6. Luate
Tmpreuna, rezultatele PCA sugereaza ca informatiile spectrale privind metabolitii purinici si
carotenoidele au fost suficiente pentru a realiza o buna separare intre grupurile RCC si CTRL.

Pentru a cuantifica acuratetea clasificarii generatd de profilarea SERS, trei algoritmi de invatare
automata au fost antrenati pentru a discrimina intre grupurile RCC si CTRL, obtinand o valoare AUC
de 0,78 pentru algoritmul random forest, 0,78 pentru kNN si 0,76 pentru Bayes naiv (AUC medie
0,77+0,01).

Desi nu a fost raportat inca niciun studiu anterior cu privire la profilarea SERS a biofluidelor la
pacientii cu RCC, exista mai multe studii care utilizeaza spectroscopia Raman pentru analiza
specimenelor patologice (vezi meta-analiza de Jin si colab. (Jin et al. 2020)), precum si un studiu ce
implica analiza SERS a probelor de tesut omogenizat (Johnson 2002). Profilarea SERS a probelor de
tesut omogenizate a rezultat o acuratete generala de 0,93, mai mare decat acuratetea generala de 0,77
raportata in studiul de fata. Este important insa de mentionat cd metoda necesitd mostre de tesut
excizat, motiv pentru care nu poate fi implementata ca o strategie de screening, ceea ce reprezinta 0
limitare importanta.

Alte strategii de biopsie lichidd au fost, de asemenea, luate in considerare pentru RCC, cel mai
avansat marker pentru detectarea acestuia fiind molecula de leziune renald-1 (KIM-1), care a rezultat
o acuratete de aproximativ 75% (Scelo et al. 2018). Avand in vedere incidenta relativ scazuta a CR,
implementarea clinicad a unei strategii de screening cu o asemenea acuratete s-ar traduce Tn multi
subiecti sandtosi care necesitd proceduri invazive pentru a exclude constatari fals pozitive. Profilul
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microARN a fost, de asemenea, explorat pentru diagnosticul si screeningul RCC, cu o revizuire
recentd de Sequira si colab. acuratete de raportare variind de la 0,7 la 0,93 pentru diferite panouri
miARN (Sequeira et al. 2021). Luate impreuna, peisajul actual al strategiilor de biopsie lichida pentru
detectarea RCC este promitator. Cu toate acestea, existd o lipsd de markeri validati In studii mari,
prospective, randomizate (Ljungberg et al. 2019), subliniind necesitatea unor abordari noi.

Concluzil. Tn acest studiu, am demonstrat, pentru prima dati, ca profilarea SERS a serului permite
detectarea RCC prin captarea perturbatiilor cheie in metabolismul purinelor si carotenoidelor,
obtinand o precizie medie de 0,77 pe baza a trei algoritmi diferiti de Tnvatare automata. Studiile
viitoare care evalueaza acuratetea profilarii SERS in cohorte mari prospective cu validare externd sunt
justificate pentru a valida aceasta strategie si de a o translata in cadrul clinic actual.

5.3.2. Diagnosticul si stratificarea moleculara a cancerului de vezica urinara prin profilarea
SERS a urinei combinati cu secventiere microARN

Cancerul de vezica urinara (BC) prezinta cel mai mare cost per pacient dintre toate tipurile de
cancer. Prin urmare, ne propunem sa dezvoltim un instrument non-invaziv, pentru diagnosticarea si
stratificarea moleculard a pacientilor cu BC pe baza profildrii urinei prin spectroscopie SERS
combinata cu informatia livratd de secventierea microARN (miARN).

Metodele folosite sunt: Secventierea de generatie urmatoare (next-generation sequencing) a intregului
miRNom si profilarea SERS au fost efectuate pe probe de urina colectate de la 15 pacienti cu BC si 16
subiecti control (CTRL). O cohorta retrospectiva (BC=66 si CTRL=50) a fost analizata prin RT-qPCR
pentru a confirma exprimarile diferite ale miARN-urilor selectate. Precizia diagnosticului a fost
evaluata folosind algoritmi de invatare automata (logistic regression, Bayes naiv si random forest), ce
au fost antrenate sa discrimineze intre BC si CTRL, folosind ca intrare date miRNA, SERS, sau
ambele. Stratificarea moleculara a BC pe baza profilarii miARN si SERS a permis discriminarea intre
tumorile de grad inalt si de grad scazut si intre tipurile luminal si bazal.

Pe baza combinarii datelor SERS cu trei miARN-uri exprimate diferential (miR-34a-5p, miR-
205-3p, miR-210-3p) s-a obtinut 0 valoare AUC de 0,92+0,06 in discriminarea intre BC si CTRL, o
precizie care a fost superioara fie miARN-urilor (AUC = 0,84+0,03) fie datelor SERS (AUC =
0,84+0,05) individuale. La evaluarea acuratetei clasificarii pentru BC luminal si bazal, combinatia de
miARN si profilarea SERS a avut o medie AUC de 0,95+0,03 pentru cei trei algoritmi de invatare
automata, din nou mai buna decdt miRNA (AUC = 0,89+0,04) sau SERS (AUC = 0,92+0,05)
individual, desi datele SERS individuale au prezentat rezultate mai bune n ceea ce priveste precizia
clasificarii.

Cancerul de vezica urinara (BC) reprezinta una dintre cele mai frecvente tumori maligne, cu
aproximativ 549.000 de cazuri noi si 200.000 de decese anual, 70% dintre ele fiind non-invazive
musculare (NMIBC) la diagnosticul initial (Saginala et al. 2020). BC are cel mai mare cost per
pacient (Mossanen and Gore 2014), in principal pentru ca diagnosticul BC, urmarirea si stratificarea
riscului se bazeazd pe rapoarte de patologie si cistoscopii multiple, o strategie invaziva si
consumatoare de resurse.

Pacientii BC prezintd de obicei simptome ale tractului urinar inferior sau hematurie, necesitand
cistoscopie imediatd pentru confirmarea cauzei maligne. Tumoarea vezicii urinare este apoi rezecata
prin rezectie transuretrala si trimisa pentru analiza patologica, ceea ce permite stadializarea in NMIBC
sau BC musculo-invaziv (MIBC).

Din pacate, puterea predictiva a clasificarii histologice actuale a BC este suboptima, nereusind sa tina
seama de bazele moleculare ale BC (Kardoust Parizi et al. 2021). Recent a fost propusa clasificarea
moleculard a BC in doud subtipuri majore cu semnificatie prognostica diferita: (i) un subtip bazal cu
un model de diferentiere scuamoasa si o boala mai agresiva si (ii) un subtip luminal cu un prognostic
mai bland (Rodriguez Pena et al. 2019).



Cu toate acestea, similar clasificarii histologice, stratificarea BC in subtipuri bazal si luminal este
posibila numai folosind secventierea ARN sau analiza imunohistochimica a probelor de tesut obtinute
n timpul procedurilor endoscopice (Kouba et al. 2020). In functie de rezultatele analizei patologice,
tratamentul recomandat poate include fie cistectomia, de obicei pentru MIBC, fie rezectia
transuretrald a tumorii vezicii urinare urmata de urmarire pe tot parcursul vietii prin cistoscopie, de
obicei pentru NMIBC (Babjuk et al. 2019).

Pentru a depasi nevoia de proceduri endoscopice invazive si costisitoare in diagnosticul BC,
urmarirea si stratificarea moleculara, s-a cautat in mod continuu dezvoltarea de instrumente de biopsie
lichidd. De exemplu, microARN-urile (miARN-urile), transcriptii scurte care regleazda expresia
genelor la nivel post-transcriptional (Dragomir, Knutsen, and Calin 2018), au fost explorate pe larg ca
mijloace de a efectua biopsie lichida (Matullo, Naccarati, and Pardini 2016). Cu toate acestea, dupa
aproape doud decenii de cercetare miRNA 1n oncologie, niciun instrument de diagnostic bazat pe
miRNA nu a fost aprobat. Astfel, credem ca trebuie dezvoltate strategii ingenioase pentru a integra
mMiRNA-urile in practica clinica. Spectroscopia SERS a abordat recent sarcina complexa de a efectua
biopsie lichidd in cancer (Guerrini and Alvarez-Puebla 2019) si reprezinta o metoda emergentd in
spectroscopia clinica.

Bazandu-se pe studiile anterioare care sugereaza ca atait miRNA, cat si profilarea SERS reprezinta
strategii promitatoare independente pentru aplicarea in biopsia lichidd, in acest studiu, am evaluat
pentru prima data sinergismul dintre miARN si profilarea SERS a urinei pentru diagnosticul si
stratificarea moleculara a BC.

Profilare SERS. Pentru analiza SERS, 50 pL de urind au fost amestecati cu 450 uL de metanol si S-a
centrifugat timp de 10 minute la 5800xg. Supernatantul a fost colectat cu grija pentru a nu perturba
peletul. Analiza SERS a fost efectuata folosind nanoparticule de argint sintetizate prin reducere cu
clorhidrat de hidroxilamina (hya-AgNPs) (Leopold and Lendl 2003). Noua uL de hya-AgNPs au fost
amestecati cu 1 pL de urina centrifugatd. Apoi, nanoparticulele hya-AgNP au fost activate prin
adaugarea a 1 uL de Ca(NOs3), 102 M (concentratia finald de Ca** 103 M). O picaturd de 5 pL din
acest amestec a fost depusé pe o lama de microscop acoperita cu folie de aluminiu, iar spectrele SERS
au fost achizitionate imediat. Configuratia experimentald a constat dintr-un spectrometru Raman
portabil (iRaman, BW-Tek) echipat cu un laser cu emisie la 532 nm si un obiectiv 20X (NA 0,4).
Spectrul de fundal a fost achizitionat ca un spectru separat si apoi a fost scazut din spectrul SERS al
probelor. Fiecare masuritoare a constat Intr-o medie de 2 achizitii, cate 10 secunde fiecare, si a fost
efectuatd cu puterea laserului setata la 30% (~18 mW).

Spectrele SERS au fost preprocesate folosind software-ul Quasar-Orange, biblioteca Orange-
Spectroscopy (Laboratorul de bioinformatica al Universitatii din Ljubljana) (Toplak et al. 2021). Pre-
procesarea aplicata spectrelor SERS din acest studiu este similara cu cea efectuata in studii anterioare,
scopul final fiind acela de a translata biopsia lichidd SERS spre o metoda standardizata. Tn acest sens
s-a pastrat regiunea spectrald intre 400 si 1800 cm™ ce a fost preprocesatd prin normalizarea
vectoriald, scaderea liniei de baza si netezire (Savitzky-Golay, cu fereastra setatd la 5 si ordin
polinomial 2).

Pentru a explora datele si pentru a reduce dimensionalitatea, a fost efectuata analiza in componente
principale (PCA). Apoi, primele 11 componente principale (PC) (care explica 98% din varianta
initiald a datelor) au fost clasate pe baza diferentei de valori ale scorului dintre grupurile BC si CTRL
utilizand valoarea p obtinuta prin testul t Student. O valoare p a probabilititii mai mica de 0,05 a fost
consideratd semnificativa. Valorile scorurilor PC-urilor semnificative statistic au fost apoi utilizate ca
intrare pentru algoritmii de clasificare supravegheati (Bayes naiv, regresie logistica si random forest).

Spectrele SERS ale grupului CTRL au prezentat benzi in regiunea 500-550 cm™ si un fundal crescut
in intervalul 1730-1800 cm™*; cu toate acestea, nu a fost gdsitd nicio atribuire pentru aceste
caracteristici spectrale. Astfel, pentru clasificarea BC bazal si luminal am pastrat doar intervalul
spectral 550-1730 cm™. Am testat diferenta statisticd a primelor 11 PC-uri (care explicd 99% din
varianta initiald) intre grupurile bazal si luminal, PC8 fiind singura PC cu o valoare p<0,05 (testul t
Student).
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Prin urmare, clasificatorii (Bayes naiv, regresie logistica si random forest) au fost implementati pe
scorurile PC8. La compararea BC de grad inalt cu grad scazut, niciunul dintre PC nu a atins
semnificatie statistica. Astfel, toate primele 11 PC-uri (care explicd 99% din variatia initiald) au fost
utilizate pentru clasificarea BC de grad inalt si de grad scazut.

Rezultate

Profilarea urinei miRNA si SERS combinata poate distinge cu precizie pacientii cu cancer de
vezica urinara de grupul control. Profilarea miRNom a urinei bazata pe NGS a rezultat niveluri de
expresie pentru 200 de miARN testabili intre BC si CTRL. Trei algoritmi de invétare automata (Bayes
naiv, regresie logistica si random forest) au fost rulati folosind datele de expresie NGS din cohorta
prospectiva pe panoul format din miR-34a-5p, miR-205-5p si miR-210- 3p, rezultand o valoare AUC
de 0,87 pentru Bayes naiv, 0,84 pentru regresia logistica si 0,81 pentru random forest (AUC medie
0,84+0,03).

In paralel, am efectuat si profilarea SERS a acelorasi probe de urini. Spectrele medii SERS ale urinei
pentru grupurile BC si CTRL sunt prezentate in Figura 5.3.3.

0.06

1350
1520

0.04

Scores

0.02

Norm. SERS intensity/arb. units

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Wavenumber/cm™!

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

Cele mai proeminente diferente spectrale dintre cele doua grupuri au vizat benzile SERS atribuite
metabolitilor purinici (in principal acid uric si hipoxantind) si creatininei. Intensitati mai mari ale
benzilor SERS la 644, 725, 1350 cm™ (atribuite acidului uric si hipoxantinei) in probele de urind de la
pacientii cu cancer, comparativ cu martorii, au fost raportate de asemenea n studii anterioare (Del
Mistro et al. 2015; lancu et al. 2022). Intr-adevir, niveluri mai mari de acid uric si hipoxantini in
probele de la pacienti cu cancer, In comparatie cu martorii, erau de asteptat, deoarece cancerul este
asociat cu o crestere a ratei de turnover celular (El Ridi and Tallima 2017) si xantina oxidoreductaza,
care converteste hipoxantina in xantina, este reglata in jos Tn 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 varianta initiala, au fost pastrate pentru analize ulterioare.

Din cele 11 PC-uri, 4 dintre ele (PC2, PC6, PC10 si PC11) au prezentat o diferentd semnificativa
statistic intre grupurile BC si CTRL (Figura 5.3.4), asa cum a evidentiat selectia caracteristicii testului
t. Din pécate, nu a fost disponibila urind pentru cohorta retrospectivd pentru a valida PC-urile
exprimate diferential. Valorile scorului PC2 si PC6 au indicat o tendintd clard pentru gruparea
nesupravegheata a celor doua grupuri (Figura 5.3.4). Apoi, cele 4 PC-uri selectate anterior care contin
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 in jos: Distributia valorilor scorurilor pentru componenta principala (PC) 2, 6, 10, 11 pentru BC si CTRL;
Diagrama score plot PC6 si PC2 pentru pacientii BC si grupul CTRL; Peak-uri SERS ale PC2, PC6, PC10 si PC11;
Comparatia curbelor ROC pentru acuratetea clasificarii obtinuta: doar miRNA, doar SERS si combinatia celor doua folosind
trei algoritmi de clasificare supravegheati (Bayes naiv, regresie logistica si random forest). MediexSD. *p < 0,05; **p <0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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supravegheati, obtinand o valoare AUC de 0,86 pentru Bayes naiv, 0,87 pentru regresia logistica si
0,78 pentru random forest (AUC medie 0,84+0,05) (Tabel 11.1).

In plus, am ciutat si explorim sinergismul dintre cele doud strategii de biopsie lichida
ortogonala. Pentru aceasta, expresia NGS a celor trei miRNA-uri selectate (miR-34a-5p, miR-205-5p
si miR-210-3p) a fost combinatd cu cele patru PC-uri selectate anterioare, iar algoritmii de Invatare
automata supravegheati au rulat pe seturi ale datelor combinate. Comparatiile directe ale preciziei de
clasificare obtinute numai de miARN, SERS individual sau combinatia celor doua au aratat ca acesta
din urma a obtinut cele mai bune rezultate in toti cei 3 algoritmi de clasificare, obtinand o medie AUC
de 0,92+0,06 (AUC de 0,97, 0,94 si 0,86 pentru Bayes naiv, regresie logistica si random forest),
(Figura 5.3.4 si Tabelul 11.1).

Table 11.1. Capacitatea de diagnosticare pentru distingerea pacientilor cu cancer de vezica urinara si grupul de control cu trei
algoritmi de clasificare (Bayes naiv, regresie logistica si random forest) rulata pe seturi de date constdnd numai din primele
trei miARN-uri exprimate diferit (miR-34a-5p, miR-205-5p si miR-210-3p), datele SERS individuale sau o combinatie a
celor doud (miARN + SERS).

Model input AUC CA F1 Precision Recall

miRNA 084 0.74 0.74 0.74 0.74
Logistic SERS 087 0.84 0.84 0.84 0.84
Regression

miRNA + SERS  0.94  0.90 0.90 0.90 0.90

miRNA 087 0.77 0.77 0.77 0.77
Naive SERS 086 0.84 084 084 0.84
Bayes

miRNA + SERS  0.97  0.93 0.93 0.93 0.93

miRNA 081 0.74 0.74 0.74 0.74
Random  orpq 078 0.71 0.71 071 071
Forest

miRNA + SERS  0.86 0.74 0.74 0.74 0.74

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

Profilarea urinei miARN si SERS combinatd nu prezice gradul BC, dar se coreleazi cu
clasificarea moleculari a BC.

In continuare, am decis si testim capacitatea profilirii miARN si SERS de a stratifica
pacientii cu BC in grad inalt si scazut. Spectrele SERS medii ale urinei pentru BC de grad inalt si
scazut sunt prezentate in Figura 5.3.5.

Rezultatele analizei PCA au aratat ca niciuna dintre componentele principale nu a atins
semnificatie statisticd intre grupurile cu grad inalt si grad scédzut, si ca a existat o tendinta slaba pentru
gruparea nesupravegheata a celor doua grupuri (Figura 5.3.5). Asa cum era de asteptat, nici nivelurile
de expresie miR-1246 NGS (AUC medie de 0,47) si nici profilarea SERS (AUC medie de 0,46) nu au
putut prezice eficient gradul tumorii, setul de date combinat miARN si SERS prezentdnd o valoare
AUC de 0,39 pentru algoritmul regresia logistica, 0,64 pentru Bayes naiv si 0,62 pentru random
forest. Aceste date arata cat de putin reflecta gradul tumorii fenotipul unei tumori. Astfel, am evaluat
acuratetea profilarii miARN si SERS a urinei in realizarea unei stratificari moleculare a pacientilor.
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In ceea ce priveste profilarea SERS, diferenta spectrali dintre subtipurile luminal si bazal a
prezentat un model complex, implicand mai multe benzi SERS atribuite metabolitilor de purinici si
creatininei (Figura 5.3.6).
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Fig. 5.3.5. De susu n jos: Spectrul mediu SERS al urinei de la pacientii cu grad scazut comparativ cu pacientii cu grad inalt
BC; Distributia valorilor scorurilor pentru componenta principala (PC) PC5 si PC6 la pacientii cu BC de grad scazut (rosu)
fatd de BC de grad nalt (albastru); Curba ROC pentru clasificarea BC de grad scdzut si de grad inalt, realizata prin
algoritmul Bayes naiv, rulat pe seturi de date constand numai din miARN-uri exprimate diferential (miR-1246), numai date
SERS (primele 11 PC-uri) sau o combinatie a celor doua. Curba ROC pentru clasificarea BC de grad scazut si de grad inalt
realizatd prin algoritmul de regresie logistica rulat pe seturi de date constdnd numai din miARN-uri exprimate diferit (miR-
1246), numai date SERS (primele 11 PC-uri) sau 0 combinatie a celor doud. Curba ROC pentru clasificarea BC de grad
scazut si de grad inalt realizatd prin algoritmul random forest rulat pe seturi de date constand numai din miARN-uri
exprimate diferit (miR-1246), numai date SERS (primele 11 PC-uri) sau 0 combinatie de celor doud. Media + SD. ns =
nesemnificativ, **p < 0,01.

14



£ 0.06 4
5 B 3 8
5 asal ° 1
-
s
2 004 °
o

g ° $
£ 3 S

[te) 7o) o
2 00245 © & w2
w oo 2
b /\/\ = 8% ,\f
£ A o £ \
8 VUV AV \

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Wavenumber/cm*!

k]
c
S 0.04
o]
S
5
2
{ =4
£
£
»-0.04
4
wi
%)
£-0.08
S
)
z
600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
Wavenumber/cm™'
Naive Bayes Logistic regression Random forest
1 1 1
08 03| 038
=% 2% z08
3 s s
5 04 G 04 5 04
w w w
02 SERS 02 SERS 02 SERS
miRNA miRNA m;RNA
miRNA + SERS miRNA + SERS miRNA + SERS]
0 o 0
] 02 04 06 os 1 [i] 02 04 06 08 1 0 02 043 0.6 08 1
1 - Specificity 1 - Specificity 1 - Specificity

Fig. 5.3.6. De sus in jos: Spectrele SERS medii ale urinei pentru BC luminal si bazal; Graficul loadings PC8; Comparatia
curbelor ROC pentru acuratetea clasificarii obtinutd doar de miARN, doar SERS sau combinatia celor doua folosind trei
algoritmi de clasificare supravegheati (Bayees naiv, regresie logistica si random forest) pentru BC luminal si bazal.
MedietSD. ***p < 0,001

Pentru a explora datele, s-a efectuat analiza PCA, obtinand o singura PC care a prezentat o diferenta
semnificativa statistic intre subtipurile luminal si bazal (PC8) (test t Student, p <0,001) (Figura 5.3.6).
Graficul loadings PC8 este prezentat in Figura 5.3.6. Apoi, PC8 selectat anterior a fost folosit ca
intrare pentru algoritmii de invatare automata supravegheati, rezultdnd o valoare AUC de 0,91, 0,98 si
0,88 pentru algoritmii Bayes naiv, regresie logistica si random forest (valoare medie 0,92+0,05).

In cele din urma, sinergismele intre miARN si SERS au fost gisite in toti cei trei algoritmi de
clasificare in ceea ce priveste AUC (Figura 5.3.6). Astfel, combinatia dintre miRNA si profilarea
SERS a avut o medie AUC de 0,95+0,03 pentru cei trei algoritmi de invatare automata (AUC de 0,95,
0,98 si 0,93 pentru Bayes naiv, regresie logistica si random forest), mai mult decét datele miARN
individual (AUC=0,89+0,04) sau SERS individual (AUC=0,92+0,05).
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De notat, in ceea ce priveste acuratetea clasificarii, SERS individual a avut rezultate mai bune decat
miRNA individual sau miRNA si SERS combinate. Aceste date confirma clar ca 0 combinare a celor
doud metode de biopsie lichida Tmbunatateste diagnosticul si stratificarea BC.

Concluzii. In acest studiu, am demonstrat ca profilarea miRNA a urinei se completeaza cu profilarea
SERS pentru 0 mai buna stratificare moleculara si diagnosticare a cancerului de vezica. Consideram
cd prin combinarea a doud metode de biopsie lichida poate fi dezvoltat un instrument relevant din
punct de vedere clinic, care poate ajuta diagnosticul acurat al cancerului de vezica.
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Act. 5.4 Elaborarea instructiunilor de utilizare a metodei de detectie Tn practica clinica
Am prezentat Tn detaliu metodele folosite pentru validarea conceptului de detectie n practica clinica
a diferitelor forme de cancer folosind spectroscopia SERS. Tn vederea utilizirii acestei metode de
detectie in practica clinica trebuiesc parcurse urmatoarele etape:

1)
2)
3)
4)

5)
6)

7)
8)

9)

Prelevare probelor de sange (intre 5 si 10mL) folosind vacutainere adecvate pentru tipul de
biofluid dorit (ser si/sau plasma)

Sinteza nanoparticulelor magnetoplasmonice folosind metodele descrise Tn cadrul proiectului
Optimizare concentratiilor solutiilor coloidale 1n intervalul dorit

Biofunctionalizarea nanoparticulelor cu aptamerii doriti folosind metodele descrise in cadrul
proiectului

Separarea exozomilor din probele de sange

Incubarea solutiilor coloidale care contin nanoparticule magnetoplasmonice
biofunctionalizate cu solutiile care contin exozomi obtinuti din probele sangvine

Separarea magnetica a nanohibrizilor

Depunerea nanohibrizilor pe substrate solide Tn vederea analizei Raman amplificate de
suprafata

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

10) Prelucrarea datelor spectrale obtinute
11) Analiza nesupervizata de tip PCA (Principal Component Analysis) a datelor spectrale

obtinute

12) Analiza multivariata supervizata a datelor spectrale
13) Determinarea specificitatii, senzitivitatii si preciziei metodei de detectie
14) Stabilirea diagnosticului final
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