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INTRODUCERE

Tumorile cerebrale reprezinta una dintre cele mai dificile patologii, intrucat necesita un
diagnostic cat mai rapid si mai apropiat de inceputul dezvoltarii tumorii, o ablatie tumorala cat mai
completd, fara ca pacientul sd ramana cu noi sechele postoperatorii (,,maximal safe resection”) si
o urmarire postoperatorie cat mai atenta pentru a preveni recidiva tumorala. De cele mai multe ori,
acest proces nu se rezuma doar la neurochirurg, ci necesitd o echipa intreaga pentru diagnosticul
(radiologie, imunologie, biochimie, histopatologie), tratamentul (neurochirurgie, anestezie si
terapie intensiva, radioterapie, chimioterapie) si recuperarea si urmarirea postoperatorie a

bolnavului (neurologie, psihiatrie, recuperare medicala).

Senzorii stocastici au numeroase avantaje in studiul biomarkerilor tumorali, precum viteza
rapida de testare, fiabilitatea, costurile considerabil scazute fata de testele clasice, posibilitatea
desfasurarii simultane a unui test cantitativ si calitativ. n viitor, acesti senzori vor putea fi utilizati
pe scara larga direct de catre pacient pentru supravegherea evolutiei tumorale cerebrale, similar
testarii glucozei in sange de catre pacientii diabetici, dar si pentru monitorizarea starii de sanatate
n general. Introducerea acestor senzori direct n cabinetele neurochirurgilor poate reprezenta un
real beneficiu pentru diagnosticul minim invaziv al tumorilor cerebrale, prognosticul patologiei si

pentru selectarea celei mai eficiente conduite terapeutice.

De aceea, am ales ca subiect principal al tezei de doctorat designul, caracterizarea si
validarea unor senzori stocastici 2D si 3D utilizati la analiza calitativa si cantitativa a unor
biomarkeri de interes in diagnosticarea precoce a tumorilor cerebrale (dopamina, L-DOPA,
heregulina a, IDH 1, IDH 2 si interleukinele (IL6, 12 si ) din diferite probe biologice (sange,

tesut, urind).

CAPITOLUL 1. BIOMARKERI UTILIZATI PENTRU DIAGNOSTICAREA
TUMORILOR CEREBRALE

Conform CBTRUS, in SUA, n perioada 2013-2017, 81.246 de decese au fost cauzate de
tumori primare maligne ale SNC, reprezentdnd o rata medie anuala de mortalitate de 4.42 la

100.000 de locuitori si 0 medie de 16.249 decese pe an cauzate de tumori maligne ale SNC [1].



Supravietuirea mediand in cazul tumorilor primare maligne ale SNC a fost cea mai scazuta
pentru glioblastoame (8 luni) si cea mai ridicatd pentru tumorile maligne de glanda pituitara
(aproximativ 11.5 ani). Intr-o perioada de 5 ani, din totalul pacientilor diagnosticati cu tumori
primare maligne de SNC au supravietuit doar 23.5%. Cea mai mare supravietuire a fost la copiil
cu varsta cuprinsa intre 0 si 14 ani (63.8%), in comparatie cu persoane cu varsta Intre 15 si 39 de

ani (59.1%) sau de peste 40 de ani (12.8%) [1].
1.2.Clasificarea tumorilor cerebrale

Prima clasificare a tumorilor cerebrale a fost facuta de Bailey si Cushing (1925) si a pornit
de la ideea cd acestea sunt de origine embrionara si a cuprins 14 categorii. Acestia au ajuns la
concluzia cd tumorile cu celule diferentiate evolueaza mai lent, chiar si pe durata unor ani de zile
in cazul oligodendroglioamelor, in timp ce tumorile cu celule nediferentiate (ex: glioblastoamele
polimorfe) prezinta un grad mai inalt de malignitate, au o evolutie mai rapida si recidiveaza mult
mai frecvent. Aceasta clasificare a fost apoi simplificata de Bailey, reducand-o la 10 categorii prin
eliminarea unor forme mai rare. Desi este de mult depasita, aceasta clasificare este in continuare
utild in orientarea tratamentului, astfel radioterapia este cea mai eficace in cazul tumorilor cu celule

tinere [5].

Alte clasificari care au adus contributii importante au fost clasificarea Kenohan si colab.
(1949) care au introdus un sistem standard in 4 stadii pornind de la benign si ajungand péana la
malign si clasificarile Ziilch (1979) si Rubinstein (1982) care au cuprins toate procesele expansive

intracraniene si au reprezentat temelia clasificarilor internationale ulterioare [2].

Prima clasificare din Romania a tumorilor cerebrale a fost realizata de Arseni si Carp

(1978), impartindu-le Tn 3 categorii [6]:
1. Tumori derivate din resturi embrionare prin vicii de ontogeneza
2. Tumori ce provin din celule adulte situate Tn sistemul nervos central
3. Tumori de sistem, localizate in encefal sau si in restul organismului

Clasificarea clasica si cea mai frecvent utilizatd a tumorilor primare ale SNC este cea
histopatologica. Aceasta presupune identificarea microscopica a tipului si a modificarilor celulare,
cat si analiza vascularizatiei tumorale din biopsia prelevata intraoperator. Aceste date, impreuna

cu cele clinice impart tumorile in 2 categorii: benigne sau maligne. Este important de mentionat
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ca desi o tumora poate sa se prezinte benign din punct de vedere histopatologic, aceasta poate fi

considerata ,,maligna” din cauza localizarii sale in zone elocvente sau vitale ale creierului [2].

Cea mai recentd, detaliata si completa clasificare a tumorilor primare ale SNC este a cincea
editie a clasificarii OMS a tumorilor sistemului nervos central (WHO CNSS5). Aceasta este a sasea
versiune a standardului international de clasificare a tumorilor SNC si dezvolta peste publicatiile
anterioare din 1979, 1993, 2000, 2007 si 2016. WHO CNSS5 vine In completarea editiei a patra, ce
a fost publicata in 2016, cand s-au produs numeroase progrese stiintifice In domeniul oncologiei
SNC, inclusiv utilizarea recomandarilor Consortiului pentru Informarea Abordorilor Practice si
Moleculare Tn Taxonomia Tumorilor SNC (Consortium to Inform Molecular and Practical
Approaches to CNS Tumor Taxonomy - cIMPACT-NOW). Aceasta versiune din 2021 a clasificarii
OMS aduce actualizari semnificative prin recunoasterea si avansarea gradului de intelegere a rolului

diagnosticului molecular in clasificarea tumorilor primare SNC [7].

1.3.Metode actuale de diagnostic in tumorile cerebrale
Majoritatea tumorilor cerebrale sunt diagnosticate abia dupa debutul simptomatologiei.
Investigatiile care atesta prezenta tumorii cerebrale sunt urmatoarele:

e Imagistica prin rezonantd magnetica a creierului (IRM cerebral) - ofera imagini de calitate
superioard examindrii computer-tomografice (CT), cu rezolutie mai bund si este mai

specific pentru tesutul nervos decat CT-ul.

e Imagistica cerebrald cu administrarea de substantd de contrast (Godolinium intravenos in
cazul IRM, substanta iodatd in cazul CT) permite aprecierea mai detaliatd a raporturilor
tumorii cu structurile invecinate si a caracteristicilor acesteia, care sugereaza tipul tumoral

si In unele situatii chiar si gradul acesteia, anterior biopsiei

e Imagistica cerebrald cu studiu angiografic (angio-IRM, angio-CT) - ofera detalii despre

raporturile tumorii cu vasele cerebrale, vascularizatia tumorala.

e Spectroscopia asociata IRM ofera informatii despre compozitia chimica a creierului si ajuta

la diferentierea tesutului mort datoritd radioterapiei anterioare de restul tumoral



IRM-ul functional este util in a aprecia raporturile tumorii cu ariile corticale responsabile
de motilitate si vorbire, precum si pentru a planifica interventia chirurgicala astfel incat

aceste arii sa fie protejate si crutate intraoperator.
Biopsia —diagnosticul pozitiv este dat de examenul histopatologic al specimenului recoltat.

Tomografia computerizata a creierului (CT-ul cerebral) - creeaza imagini tridimensionale
ale creierului folosind razele X. CT-ul cerebral poate identifica sangerare la nivelul
creierului, in tumora sau in sistemul ventricular cerebral, precum si patologia craniana
cerebrala. Este o varianta de investigatie care preteaza bine la pacientii ce nu pot fi supusi
unui IRM (purtatori de stimulatoare cardiace, materiale sintetice non-fero-magnetice n

organism)

Computer tomografia cu emisie de pozitroni (PET-CT cerebral) - utilizata in timpul
tratamentului tumorii cerebrale, pentru a diferentia tesutul tumoral restant sau nou de
tesutul tumoral neutralizat terapeutic. Foloseste proprietatea celulelor active metabolic de

a absorbi substanta folosita pentru acest studiu.

Angiografia cerebrala — foloseste substanta de contrast injectata direct intr-o artera de
calibru mare si furnizeaza informatii despre vascularizatia creierului si, implicit, despre cea

tumorala.

Punctia lombara — permite depistarea celulelor tumorale in lichidul cefalorahidian la

examenul microscopic sau a markerilor tumorali.

Testarea moleculara a tumorii — identificarea de gene, proteine si altele, cum ar fi markeri
tumorali — specifici pentru tumora cerebrald. Unii astfel de markeri (markeri biologici sau
biomarkeri) ofera informatii despre prognosticul pacientului si sansele de raspuns la un

anumit tratament.

Testarea vazului si a auzului — determind masura in care tumora cerebrald afecteaza

functiile senzoriale.

Teste neurocognitive — testarea memoriei, a atentiei, a limbajului, a dexteritatii, a
capacitatii de concentrare, abilitatea de a efectua calcule, in vederea compardrii cu

rezultatele viitoare post — terapeutice.



e Electroencefalografia (EEG) - metoda neinvaziva ce foloseste electrozi atasati pe capul
pacientului pentru a masura activitatea electrica a creierului, permite identificarea si

monitorizarea unor eventuale crize epileptice.

e Monitorizarea potentialelor evocate — foloseste elecrozi pentru a masura activitatea
electrica la nivelul nervilor si poate detecta neurinomul de acustic (tumora cerebrald de
fosa posterioard). Serveste de asemenea pentru a ghida rezectia unui tumori in raport cu

structuri nervoase importante.

CAPITOLUL 2. SENZORI SI BIOSENZORI TN ANALIZA BIOMEDICALA
2.4.2. Constructia senzorilor stocastici

Tn cel mai simplu exemplu, senzorul are 2 stari: ocupat (de analit) si neocupat. Cele 2 stari
produc inregistrari diferite. Senzorul stocastic ofera nu doar informatii despre concentratia
analitului, dar si informatii despre structura specifica a acestuia, fiind de cele mai multe ori suficent
pentru identificarea lui. Tn Figura 2.2 putem observa un singur por plasat intr-un plan de lipide ce
formeaza un bistrat. Tntr-un potential electric aplicat, un curent trece prin por condus de ionii de
solutie salina care inconjoara ambele parti ale bistratului. Porul contine locul de legatura special
conceput pentru analit, reprezentat de bila verde din figura. De fiecare data cand analitul se leaga
de por, curentul este modulat asa cum se vede ilustrat in partea de jos a figurii. Astfel, aceasta
tehnica monitorizeaza legaturile individuale. Frecventa acestor evenimente releva concentratia
analitului, Tn timp ce semnatura curentului (media duratei si a amplitudinii evenimentului) releva

identitatea moleculei.
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Figura 2.2. Dezvoltarea curentului in senzorii stocastici [109]

Porii utilizati pentru detectia stocastica sunt bazati pe a-hemolizina stafilococica (a-HL).
Porul format de a-HL wild-type consta din 7 subunitati identice aranjate in jurul unei axe centrale.
Partea transmembranara a lumenului este un domeniu B cu 2 axe antiparalele ce contribuie fiecare
la subunitate. Partea extra membranoasa contine 0 cavitate larga ce gazduieste regiunea
transmembranara in timpul procesului de asamblare, dar care este disponibila pentru sintetizare in
porul creat. Desi canalele si porii au fost utilizati de ceva vreme pentru detectia analitilor [129,130],
ingineria proteinelor si detectia moleculelor individuale au crescut enorm potentialul acestei
tehnologii [131,132]. Structura 3D a a-HL este cunoscuta cu rezolutie inalta si, cel mai important,

domeniile B transmembranare sunt disponibile Tn mod special la remodelare [133].
2.4.3. Avantajele senzorilor stocastici

Senzorii stocastici pot fi utilizati pentru detectia simultana de biomarkeri in diferite probe
biologice, raspunsul lor nefiind influentat de matricea de analiza. Senzorii stocastici au o
sensibilitate si o selectivitate mult peste cele ale (bio)senzorilor clasici. Acesti senzori sunt singurii

care pot efectua analiza calitativa si cantitativd a unei probe biologice, cu fiabilitate maxima.



CAPITOLUL 3. DETERMINAREA DOPAMINEI SI L-DOPA TN SANGE SI TESUT
3.2.2. Designul senzorilor stocastici

Pentru designul celor doi senzori stocastici 3D, 10mg de pudra de nanotuburi de carbon cu
pereti multipli a fost amestecata cu Sul. de dispersie de nanoparticule de aur si 30uL de ulei de
parafind pana cand s-a obtinut o pastd omogena. Pentru a obtine pasta modificata, s-a utilizat o
solutie de 10uL de 1-adamantiloleamidi (1,00x10-mol/L, preparati in etanol) ca modificator
chimic in proiectarea senzorului stocastic 3D. Ambele tipuri de pasta: pastd nemodificata si pasta
modificata cu 1-adamantiloleamida au fost utilizate pentru proiectarea senzorilor stocastici.
Fiecare pasta a fost plasata intr-un tub imprimat 3D (imprimarea 3D a fost realizata folosind pudra
de polimer neconducator) si un fir de argint a fost folosit ca si contact electric intre pasta si circuitul
extern (Figura 3.1.). Senzorii au fost curatati cu apa deionizata si uscati intre doud masuratori.

Suprafata activa a fiecarui tip de senzor a fost reinnoita prin lustruire pe hartie de aluminiu.

Autolab
potentiostat

[Electrod de referinta: Ag/AgCl — Contra electrod: Pt

Electrod de lucru

Firde Ag

Tub printat 3D

Pasta modificata

Figura 3.1. Designul schematic al senzorului stocastic imprimat 3D si al celulei de lucru
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Figura 3.2. Recunoasterea semnaturilor levodopa si dopaminei in probele de sange
integral utilizand senzorii stocastici bazati pe (a) AUNTs/MWNTs si (b) 1-
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Figura 3.3. Recunoasterea semnaturilor levodopa si dopaminei in probele de urina
utilizand senzori stocastici bazati pe (a) AuUNTs/MWNTs si (b) 1-

adamantiloleamida/AuNTs/MWNTSs



100x10™" 1 120x107% 4

Tor Tor
30x107* 4 DA L-DOPA 100107 1 tr . ter
60x10> l 80x1072 4
40x10°% A |‘ 60x1072
12 . -12
g 20x1012 4 g’ 40x10
= 0 - —~  20x10™
20x1072 4 0
-40x1012 4 1 1 -20x1072 4
-60x1012 4 -40x1012 4
ton ton
-80x10-12 . : . . : : -60x10-12 . . , . — \
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Time (s) Time (s)
Figura 3.4. Recunoasterea semnaturilor levodopa si dopaminei in probele de tesut
tumoral utilizand senzorii stocastici bazati pe (a) AuNTs/MWNTs si (b) 1-
adamantiloleamida/AuNTs/MWNTs
3.2.4. Probe

Pentru validarea metodei, au fost analizate urmatoarele probe biologice: sadnge integral,
tesut tumoral si urind. Probele de sange integral, urina si tesut au fost prelevate in conformitate cu
procedurile specificate in documentul de aprobare cu numarul 65573/14.12.2018 emis de Comisia
de Etica a Spitalul Universitar de Urgenta din Bucuresti. Aceste probe biologice au fost prelevate
de la pacienti confirmati cu tumora cerebrala. Acordul scris a fost obtinut de la toti pacientii. Dupa

ce probele au fost prelevate, s-a efectuat imediat analiza. Nu s-a efectuat nicio pretratare a probelor.
3.3.Rezultate si discutii
3.3.1. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici 3D

Recunoasterea moleculard a L-DOPA si DA are loc in doua etape[182, 183]: etapa de
recunoastere a semnaturilor specifice biomerkerilor atunci cand cei doi biomarkeri intrd in canal,
intensitatea curentului a devenit OA pand cand L-DOPA, respectiv DA se afla in interiorul
canalului — timpul necesar pentru acest pas se numeste semnaturd si este dat de valoarea tofr.
Valoarea ton se Inregistreaza in timpul celei de-a doua etape caracterizate prin procese de legare si
redox care au loc in interiorul canalului, prin urmare valoarea ton este parametrul cantitativ
(Schema 3.1).



Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici 3D propusi au fost determinate la

doua valori ale pH-ului: 3,00 si 7,40, pentru a putea acoperi urmdtoarele tipuri de probe biologice:

urina (cu calibrarea efectuata la pH 3,00) si probe de sange integral si tesut tumoral (cu calibrarea

efectuata la pH 7,40). Caracteristicile raspunsului simultan pentru L-DOPA si DA au fost

determinate folosind valorile ton; aceste valori sunt prezentate in tabelul 3.3. Semnaturile L-DOPA

si DA (valorile toff) au fost diferite pentru acelasi microsenzor stocastic 3D, indicand faptul ca

microsenzorii sunt capabili sd efectueze recunoasterea moleculard a L-DOPA si DA, deci sunt

selectivi. In consecintd, microsenzorii stocastici propusi pot fi utilizati pentru testele de screening

ale probelor de sange integral, urina si tesut.

Tabelul 3.3. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici 3D utilizati pentru analiza

L-DOPA si DA.
Intervalul Limita de
Microsenzor Semnatura de . o . - cuantificare
stocastic 3D bazat | analitului | concentratie Ecuatia Cahbram’. Coe*ﬁ cientul de SenS|b|I|t_a}te (mol/L)
oe tort () liniars corelatie, r (s mol L)
(mol/L)
L-DOPA pH=3.00
- 10 . -14
AUNPS/MWNTS 05 1014.10 Lten= 0.05+5.02x107xC; 5.02x1010 | X10
r=0.9999
L-DOPA pH=7.40
1/t5n=0.01+8.37x10°xC; 1x10°%
-15_10-5 on ) 10
0.7 10*°-10 =0 9999 8.37x10
DA pH=3.00
1/ton= 0.03+2.81x10%*°xC; 1x10°24
-14_10-7 on ’ 10
1.0 10+-10 r=0 9988 2.81x10
DA pH=7.40
1/ton= 0.04+4.20x10!xC; 1x10°%
-15_1(0)-6 on ) 11
15 10*°-10 r=0 9999 4.20x10
1- L-DOPA pH=3.00
adamantiloleamida/ 15 113 1/tn=0.02+4.13x10"xC; 1 1x10*®
AUNPS/MWNTS 05 10710 r=0.9999 4.13x10
L-DOPA pH=7.40
1/ton= 0.02+9.72x10!xC; 1x10°%
-15_10-7 on ) 11
0.7 10*°-10 r=0.9999 9.72x10
DA pH=3.00
1/ton= 0.04+2.19x10%?xC; 1x10°%°
-15_10-9 on ) 12
1.0 10*-10 r=0.9999 2.19x10
DA pH=7.40
1/ton= 0.01+3.13x10*xC; 1x10°%°
-15_10-7 on ) 11
1.3 10*-10 r=0.9998 3.13x10

*<C> =mol L; <tor> =s; LOQ=limita de cuantificare.
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Rezultatele din tabelul 3.3 au aratat ca adaugarea de 1-adamantiloleamida la pasta de
AUNPs/MWNTSs a crescut sensibilitatea evaludrii L-DOPA si DA la pH 3.0. Pentru pH-ul 7.4
atunci cand DA a fost testat, sensibilitatea ramane aproape aceeasi dupa adaugarea de 1-
adamantiloleamida la pasta de AuNPs / MWNTSs, in timp ce pentru analiza de L-DOPA,
sensibilitatea a crescut semnificativ atunci cand a fost utilizat microsenzorul bazat pe 1-
adamantiloleamida/ AuUNPs / MWNTSs.

Limitele de cuantificare au fost in scadere la 1x10"°mol L atunci cand a fost utilizat 1-
adamantiloleamida/ AuNPs / MWNTs pe baza de microsenzor numai atunci cand evaluarea L-
DOPA si DA s-a facut la pH de 3.00.

In consecintd, s-au obtinut caracteristici de raspuns mai bune prin modificarea pastei

AUNPs/MWNTSs cu 1-adamantiloleamida.

Selectivitatea senzorilor propusi a fost studiata si fatd de alti neurotransmitatori, cum ar fi
epinefrina, norepinefrina, serotonina, glutamatul. Semnaturile (valorile toff) acestor
neurotransmitatori au fost determinate cu ajutorul senzorilor propusi, acestea fiind o masurd a
selectivitatii senzorilor pentru analiza calitativa (Tabelul 3.4). Au fost inregistrate diferite valori
pentru acesti neurotransmitatori vs. L-DOPA si DA, dovedind ca microsenzorii stocastici 3D

propusi sunt selectivi fata de alti neurotransmitatori.

Microsenzor Semnatura, toff (S)
stocastic 3D L- DA | Epinefrina | Norepinefrind | Serotonina | Glutamat
bazat pe DOPA

pH=3.0
AUNPs/MWNTSs 0.5 1.0 1.8 2.5 3.0 1.4
1-adamantiloleamida/ 05 1.0 15 2.7 3.5 1.7
AUNPS/MWNTSs

pH=7.4
AUNPS/MWNTSs 0.7 1.5 2.0 2.7 3.2 0.3
1-adamantiloleamida/ 0.7 1.3 1.8 2.4 3.3 0.4
AuNPs/MWNTSs

Tabelul 3.4. Selectivitatea microsenzorilor stocastici printati 3D.
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Pentru a dovedi fiabilitatea designului pentru microsenzorii stocastici 3D, au fost proiectati
bazat pe AuNPs/MWNTs si de 0,08% pentru microsenzorul bazat pe 1l-adamantiloleamida/
AuNPs/MWNTs. Aceste masuratori au demonstrat ca proiectele sunt fiabile. Masuratorile au fost
efectuate in fiecare zi timp de o lund, iar sensibilitatea a fost masuratd; in timp, sensibilitatea
microsenzorului stocastic 3D bazat pe AUNPS/MWNTSs a variat cu 0,32%, Tn timp ce sensibilitatea
microsenzorului stocastic 3D bazat pe 1-adamantiloleamida/ AUNPS/MWNTSs a variat cu 0,21%,

dovedind stabilitatea Tn timp a microsenzorilor 3D propusi.

Comparativ cu metodele propuse pentru analiza simultand a L-DOPA si DA de citre Atta
et al. [185,186] (folosind pasta de grafit modificata cu SrPdOs si folosind Nafion, pastd de carbon
si nanoparticule de aur), metoda propusd este capabild sa efectueze simultan recunoasterea
moleculard fiabila a L-DOPA si DA (datorita capacitatii sale de a efectua analize calitative fiabile);
limitele de cuantificare sunt mai mici decat cele obtinute de Atta et al. [185,186], iar intervalele de
concentratie liniara sunt mult mai mari decat cele obtinute de Atta et al. [185,186]. Timpul de

analiza este scurt: L-DOPA si DA pot fi determinate in 6 minute.

In comparatie cu metodele prezentate in tabelele 3.1 si 3.2 propuse pentru analiza L-DOPA
si DA, limitele de cuantificare sunt mult mai mici, iar intervalele de concentratie liniara sunt mai
largi. De asemenea, o sensibilitate mai mare a fost Inregistrata atunci cand microsenzorii stocastici

3D au fost utilizati pentru screeningul probelor biologice.
3.4.Aplicatii analitice

Pentru a demonstra fezabilitatea microsenzorilor stocastici 3D propusi pentru
recunoasterea moleculard si determindrile de L-DOPA si DA in sangele integral si urind am
adaugat probelor cantitati cunoscute de L-DOPA si DA simultan. Rezultatele pentru determinarea
L-DOPA si DA in proba reald sunt rezumate n tabelele 3.5, 3.6 si 3.7. Valorile initiale ale L-
DOPA si DA au fost determinate n probele de sange integral si urind. Cantitdti cunoscute de L-
DOPA si DA au fost adaugate la probe, iar cantitatile finale de L-DOPA si DA au fost determinate.
Cantitatea recuperata a fost determinata prin substractia din cantitatea finald de L-DOPA si DA a
cantitatilor determinate initial in probele de sange total si urina. Pentru microsenzorul stocastic 3D
bazat pe AUNPs/MWNTSs, media de recuperare a L-DOPA 1n sangele integral a fost de 93,43%,
cu o valoare RSD de 1,85%, in timp ce in urina a fost de 93,87%, cu o valoare a RSD de 3,19%;
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Media de recuperare a DA 1n sangele integral a fost de 93,23%, cu o valoare RSD de 1,96%, in
timp ce 1n urind a fost de 94,62% cu o valoare RSD de 2,68%.

Pentru microsenzorul stocastic 3D bazat pe 1-adamantiloleamida/AUNPS/MWNTS, media
de recuperare a L-DOPA n sangele integral a fost de 96,00%, cu o valoare RSD de 2,35%, in timp
ce in urina a fost de 97,57% cu o valoare RSD de 2,43%; media de recuperare a DA in sangele
integral a fost de 95,13%, cu o valoare RSD de 2,43%, in timp ce in urina a fost de 96,84%, cu o
valoare RSD de 4,59%.

Valorile ridicate inregistrate pentru recuperarea L-DOPA si DA in sangele integral si urina,
precum si corelatia buna dintre rezultatele obtinute pentru recuperarea L-DOPA si DA folosind
metoda stocasticd si metoda standard (HPLC) au demonstrat ca microsenzorii 3D propusi pot fi
utilizati pentru recunoasterea moleculara si determinarea simultand a L-DOPA si DA in sangele
integral, urina si tesutul tumoral. De asemenea, acestea pot fi de mare folos pentru utilizarea in
studiile clinice, pentru a determina raportul optim intre L-DOPA si DA, atunci cand se efectucaza

un tratament.

CAPITOLUL 4. METODA DE SCREENING PENTRU CEA, CA19-9 SI P53

ElECtllﬂd de lucru
Pt « » Ag/AgCl

Schema 4.1. Designul celulei electrochimice

13



4.2.3. Designul senzorului stocastic de unica folosinta

Metoda arcului termoionic in vid, un sistem cu plasma rece, a fost utilizata pentru aplicarea
pe textile de matase din comert de invelisuri de nanofilm de argint. Configurarea experimentala a

sursei de plasma este reprezentata in Figura 4.1.

Substrat boé -
b 94 ©

Catod

fierbinte

[ S
Creuzet de Wolfram

Lo
<

Figura 4.1. Desen schematic si imagine reala a sistemului de plasma rece si a penei de plasma de

argint

Principiul de aprindere al acestei surse de plasma se bazeaza pe obtinerea vaporilor de
argint si ionizarea lor folosind electroni accelerati emisi de catodul fierbinte. Electronii au fost
accelerati progresiv prin cresterea voltajului la anod (creuzet de wolfram) care contine material
brut din argint (99.9% puritate), pana la un punct in care s-a obtinut 0 plasma de argint stabila.
Metoda pare a fi potrivitad pentru depunerea acestor invelisuri pe materiale organice sensibile la
temperatura. Aceasta metoda a facut posibila producerea de invelisuri cu filme nanoarhitectuate la
0 temperatura foarte joasd (temperatura camerei) sub vid Tnalt in jur de 10 Torr, grad inalt de

uniformitate si fara a fi nevoie de gaz ca si tampon.

Ca substrat s-a folosit o bucata de matase sintetica cu dimensiunea de 210 X 297 mm.
Tnainte de depunere, substratul textil a fost spalat cu apa deionizata si uscat sub flux de azot, urmat

de tratament termic Tn camera vid pentru 2 ore, pentru a creste functionalitatea suprafetei.
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Pentru depunerea de argint, substratul textil de matase a fost introdus in camera de
depunere care a fost ulterior pompati pana la ~3.0 x10° mBa de 0 pompi turbo-moleculara.
Parametrii electrici folositi pentru plasma de argint au fost: 54 A filament, 1.6 A plasma si 250 V
tensiunea plasmei. Substratul de matase a fost plasat cu fata in jos la 27 cm distanta de panoul de
plasma pentru a obtine invelisurile optime de plasma. Grosimea filmului a fost controlata de timpul
de depunere si a durat 7 minute. Fotografii digitale ale nanofilmului de argint acoperit si neacoperit

de matase sintetica sunt prezentate in Figura 4.2.

Figura 4.2. Fotografii pentru (a) matase sintetica si (b) nanofilm de matase sintetica argintata

Matasea sintetica utilizata ca substrat pentru invelisurile cu nanofilm de argint din acest
studiu este ilustrata prin imagini de microscopie optica de diferite magnificatii, aratand diferente
de textura a suprafetei (Figura 4.3). Microscopia electronica a fost folosita pentru a caracteriza

morfologiile de suprafata ale matasii sintetice acoperite si neacoperite.
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Figura 4.3. Imagini de microscopie optica a nanofilmului de matase sintetica (a&c) si (b&d)

matase sintetica argintata; plasa formata din fire de 500 pum si respectiv 200 um

Imagini de microscopie electronica de magnificatie 250x Si 63x ale matasii sintetice
neacoperite sunt prezentate in Figurile 4.4a si 4.4b, iar in Figurile 4.4c si 4.4d sunt prezentate
imagini de microscopie electronica de magnitudine 500x si 56x ale matasii Sintetice acoperite de
argint. Imaginile au aratat cd matasea sintetica neacoperitd a fost neteda, curatd, iar suprafata

acoperita de nanofilm de argint a fost neteda si uniforma.
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Figura 4.4. Imagini de microscopie electronica ale matasii sintetice la 4 magnificatii; a)250 X;
(b): x 63k matase sintetica neacoperita si (¢): 500 x si (d): 16x de nanofilm matase sintetica

argintata. SEM transversal.

Pe aceasta bucata de matase, la stanga si la dreapta au fost depuse nanostraturi de Ag/AgCl
(pentru a servi ca electrod de referinta in aceeasi celuld), si de platina (pentru a servi ca electrod
auxiliar) (Schema 1). Partea de matase acoperita cu nanofilm de argint a fost scufundata pentru o
ord ntr-o solutie de 10°mol I de a-ciclodextrina. Dupa 0 ord, matasea a fost uscati la temperatura
camerei. Latimea electrodului de lucru a fost de 1 mm. Prin forma sa, a-ciclodextrina poate asigura

canalele necesare pentru detectarea stocastica.
4.2.4. Modul stocastic

Modul stocastic se bazeaza pe conductivitatea canalelor. Semnele prezentei celor 3
substante de analizat (valorile torr) au fost folosite pentru recunoasterea lor molecularda (prin
identificarea semnelor lor in diagrame, Schema 4.2, Figura 4.5), in timp ce valorile ton
corespunzatoare gasite in diagramele Tnregistrate pentru probele biologice (Figura 4.5) au fost
folosite pentru determinarea cantitativa a substantelor de analizat in conformitate cu ecuatie: [187-
190]
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Figura 4.5. Diagrame Tnregistrate pentru recunoasterea moleculara a antigenului carbohidrat 19-
9, antigenului carcinoembrionar si a proteinei serice p53 folosind senzorul de unica folosinta

propus n a) probe de sange integral si b) probe de tesut

Toate masuratorile au fost facute folosind cronoamperometria, la 125 mV vs Ag/AgCl la
25 °C. S-au obtinut ecuatiile de calibrare, dupa efectuarea screeningului pentru fiecare solutie de

biomarker care contine concentratii diferite ale acelui biomarker; pentru determinarea ecuatiei de

calibrare s-a folosit metoda regresiei liniare.

4.2.5. Probe biologice

S-au colectat probe de tesut si de sange integral de la pacientii confirmati cu glioblastom
(Aprobarea numarul 65573/14.12.2018 a comisiei de etica de la Spitalul Universitar de Urgenta
Bucuresti). Probele au fost analizate fara administrarea vreunui tratament initial. A fost obtinut

consimtamantul de la toti pacientii.
O picatura din probele de sanga integral a fost plasata pe senzorul de unica folosinta si

ulterior a fost masurata; proba de tesut a fost plasata deasupra senzorului si masurata.

4.2.6. Rezultate si discutii

Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici de unica folosinta- Raspunsul senzorilor
stocastici de unica folosinta s-a bazat pe conductivitatea canalelor[187-190]. Mecanismul de
detectie are loc in 2 pasi:
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(1) Etapa de recunoastere moleculara (se face analiza calitativa)- De la intrarea Tn canal,
substanta de analizat blocheaza canalul, iar curentul scade la O pentru 0 anumita perioada de timp
(pana cand intreaga molecula intra in canal), lucru intitulat ca semnatura substantei de analizat
(gasita in diagrame ca tofr);

(2) Etapa de analiza (are loc analiza cantitativa)- substanta de analizat leaga peretele
canalului intern si sufera procesul de redox pentru 0 anumita perioada de timp- gasita in diagrame

ca ton, Care se coreleaza Cu concentratia substantei de analizat (Schema 4.1, Figura 4.5).

Biomarkerii merg unul céte unul in canal (Schema 4.2, Figura 4.5).

Etapa 2 (Etapa de analiza)

tOI‘I
CEA /¢A 199\ p53
-'l \R"'- —

T Etapal
(Recunoastere
moleculara)
toft

Schema 4.2. Mecanismul de producere a curentului pentru senzorii stocastici
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Tabelul 4.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici de unica folosinta utilizati pentru

analiza CA19-9, CEA si p53.

Biomarker | Ecuatia de calibrare si Domeniul | tofr | Sensibilitate Limita de
coeficientul de corelatie | de utilizare | (S) determinare
(r) (sY/ Unitati
de
concentratie)
1/ton:0.035+6.28X109XC 2.1x107 13 —
CA19-9* ' 0.5 6.28x10° 2.1x1013
r=0.9991 200
1/ton=0.028+1.52x10°xC 9
CEA** 4.09x10 4 |20 1.52x10° 4.09x10°°
r=0.9992 3.20x10
1/ton=0.013+1.84x10°xC 6 _
p53%* " 296X107 =1y 4 | 1 gax10? 2 56x10°

r=0.9897 3.2x10"

Unitati de concentratie: *U/mL, **ug/mL; <ton>=s

Diferitele semnaturi (valori toff) Tnregistrate pentru biomarkeri (Tabelul 4.1) permit
recunoasterea lor moleculara simultan. Senzorii stocastici de unica folosinta pe baza de material
de matase au oferit valori Tnalte de sensibilitate si limite scazute de determinare pentru analiza
biomarkerilor CA19-9, CEA si p53. Intervalele liniare de concentratie acopera atat pacientii
sanatosi, cat si pe cei confirmati cu glioblastom. Pentru masuratori au fost folosite diferite benzi-
sensibilitatea inregistrata variind cu mai putin de 1.00%. Acest rezultat a dovedit

reproductibilitatea designului senzorului stocastic de unica folosinta.

Comparand senzorul de unica folosinta propus cu senzorii 3D pe baza de grafena [192]
raportati anterior, se ajunge la urmatoarele concluzii: sensibilitatea senzorului de unica folosinta
propus este mai inalta decat a celor pe baza de grafena; senzorul este de asemenea rentabil- costul
sau de productie este de 10 ori mai scazut decat costul oricarui senzor 3D pe baza de grafena; nu
exista riscul de contaminare de la probele anterioare, deoarece este folosit pentru masurarea unei

singure probe.

Selectivitatea senzorului este datd de semnaturile (valorile tos) diferitilor biomarkeri-

nregistrate Tn etapa de recunoastere moleculara. Semnatura substantei de analizat si a posibilului
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interferent depinde de multi factori cum ar fi: capacitatea de desfacere (daca exista structura
2D/3D), marimea moleculei, conformatia moleculei, viteza de intrare n interiorul canalului; prin
urmare, semnatura poate actiona ca element de recunoastere moleculara, contribuind la analiza
calitativa a amestecurilor. Diferite semnaturi obtinute pentru biomarkeri ca CEA19-9, p53, CA19-
9, KRAS, maspin, D-acid aspartic, D-glutamina au aratat selectivitatea senzorului stocastic de
unicp folosinta propus (Tabelul 4.2). Valorile toff inregistrate in Tabelul 4.2 au fost determinate n
amestecul sintetic care contine toti biomarkerii; Tn ciuda concentratiei biomarkerilor, valorile toff

nu s-au modificat.

Biomarker Semnatura, toff (S)

CA19-9 0.5+0.1

CEA 2.0+0.1 . . :
Tabelul 4.2. Selectivitatea senzorului stocastic

p53 1.440.2 , .
de unica folosinta (N=10).

KRAS 3.7+0.2

Maspin 1.0+£0.1

Acid D-aspartic 2.4+0.2

D-glutamina 3.1+0.2

4.2.7. Determinarea p53, CEA si CA19-9 in probele de sange integral si de tesut tumoral

Probele de sange integral si de tesut au fost obtinute de la pacientii confirmati cu
glioblastom. Exemple de diagrame obtinute pentru screeningul probelor de sange integral si de
tesut sunt aratate in Figura 4.5. Recunoasterea moleculara a p53, CEA si CA19-9 a fost efectuata
utilizdnd mai intai semnatura acestor biomarkeri cu ajutorul senzorului stocastic de unica folosinta
(Tabelul 4.1). Valorile ton din diagrame au fost folosite pentru determinarea cantitativa a acestor
biomarkeri in probele biologice, Tn conformitate cu procedura descrisa mai sus in modul stocastic.
Rezultatele obtinute pentru analiza celor 3 biomarkeri folosind senzorul stocastic de unica
folosinta si rezultatele obtinute folosind ELISA- metoda standard (Tabelul 4.3) au aratat o

corelatie ridicata intre rezultatele obtinute prin metoda propusa si cele prin metoda standard.
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Tabelul 4.3. Determinarea CEA, CA 19-9 si p53 in probele de sange integral si tesut tumoral.

Proba nr.

Metoda

CEA (ng mL™?)

CA 19-9 (U mL?)

p53 (ng mL™)

Probe de sange integral

1 Metoda de screening | 10.29+0.21 39.43+£0.21 8.32+0.27
Metoda standard 9.98+1.08 39.65+2.76 8.21+1.45
2 Metoda de screening | 18.99+0.11 131.21+0.21 6.73+£0.18
Metoda standard 18.12+1.16 130.09+2.12 6.50+1.32
3 Metoda de screening | 90.12+0.08 183.78+0.18 8.06+0.21
Metoda standard 90.98+2.12 181.97+2.21 8.95+£1.07
4 Metoda de screening | 90.13+0.12 119.21+0.22 13.12+0.10
Metoda standard 90.12+£1.95 118.76+2.40 13.46x1.09
5 Metoda de screening | 16.09+0.18 26.65+0.11 16.70+0.14
Metoda standard 15.87+1.12 26.00+1.98 16.23+1.97
Probe de tesut tumoral
6 Metoda de screening | 28.14+0.21 121.55+0.11 25.82+0.23
Metoda standard 27.93£1.15 120.98+1.97 25.18+1.80
7 Metoda de screening | 35.99+0.10 45.22+0.18 20.31+0.12
Metoda standard 34.87+£2.07 45.15+£1.13 20.12+1.20
8 Metoda de screening | 15.96+0.11 112.45+0.21 45.70+0.33
Metoda standard 15.15+1.23 110.95+2.21 45.32+1.23
9 Metoda de screening | 11.83+0.43 131.74+0.12 13.13+0.07
Metoda standard 10.97+1.86 130.19+2.12 13.00£1.06
10 Metoda de screening | 37.50+0.18 129.29+0.40 9.31+0.10
Metoda standard 37.53+£1.98 128.49+1.97 9.54+1.80
11 Metoda de screening | 13.62+0.47 109.58+0.37 1.02+0.02
Metoda standard 13.10+1.28 110.08+1.43 1.18+1.08
12 Metoda de screening | 67.33+0.13 173.20£0.21 47.83+0.14
Metoda standard 67.62+1.97 170.94+1.15 47.20£1.21

*Toate valorile sunt media a 10 determinari. Metoda de screening folosita a fost senzorul stocastic
de unica folosinta. Metoda standard utilizata a fost ELISA.

22



In consecinta, noul material sintetizat pentru designul senzorului stocastic de unica
folosinta poate fi utilizat Tn mod fiabil pentru recunoastere moleculara si de asemenea pentru
determinarea fiabila a biomarkerilor, cum ar fi CEA, p53 si CA19-9, in probele biologice de sange
integral si de tesut.

CAPITOLUL 5. SENZORI STOCASTICI UTILIZATI IN DETERMINAREA
SIMULTANA DE IL-6, IL-12SIIL1B

5.2.3. Designul microsenzorilor stocastici

Pulberea de nanodiamant a fost amestecata cu uleiul de parafind pentru a obtine un amestec
omogen care a fost modificat ulterior cu o solutie de protoporfirina 1X (10" mol/L) intr-un raport
de 1:1 (m/v, mg/uL). Pasta a fost introdusa intr-un tub polimeric neconductor cu un diametru
interior de 10 um, iar legatura cu circuitul extern a fost facuta cu un fir de argint. Senzorul a fost
curatat cu apa deionizata inainte de fiecare masurare si pastrat la frigider la 2-8 °C atunci cand nu

a fost utilizat.
5.2.4. Modul stocastic

Toate masurdtorile au fost efectuate la 25 °C prin utilizarea unei metode
cronoamperometrice la un potential constant de 125 mV. Semnaturile (valorile toff) ale
interleukinelor au fost utilizate pentru analiza calitativa (identificarea interleukinelor pe diagrame
Figura 5.1, Tabelul 5.2). Valorile ton au fost utilizate pentru masuratori cantitative si au fost citite
intre douad valori tofr. Valorile ton au fost determinate pentru fiecare concentratie de interleukina si
utilizate, folosind metoda regresiei liniare, pentru determinarea ecuatiei de calibrare. Pentru
probele biologice, valorile ton au fost citite in diagrame; folosind ecuatiile de calibrare, s-au

determinat concentratiile necunoscute ale interleukinelor.
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Tabelul 5.2. Caracteristicile de raspuns ale senzorului stocastic de tip ac utilizat pentru analiza
IL-1B, IL-6 si IL-12.

Ecuatia de calibrare* si | Domeniul de Sensibilitate Limita de
Interleukine | coeficientul de corelatie utilizare toff (S) (sY/g mLY) determinare
() (ng mL™) J (ng*mL™)
1B 1/t5n=0.01+4.08x10°xC 4.0x107° - 0.6+0.1 | 4.08x10° 4.0x10°°
r=0.9999 6.4x10°
6 1/ton=0.03+1.76x10°xC | 4.0x10°-1.0 | 1.8+0.2 | 1.76x10° 4.0x10°°
r=0.9999
12 1/t5n=0.01+2.62x10°xC 5.10x107 - | 1.3#0.1 | 2.62x10° 5.10x10”
r=0.9999 8.0x10°

*<1/ton>=S?, <C>=pg mL*?
5.2.5. Probe biologice

Probele (sange integral, urina si tesut tumoral) de la pacienti confirmati cu tumora pe creier
(aprobarea comisiei de eticd numarul 11/2013 acordat de Spitalul Universitar de Urgenta
Bucuresti) au fost analizate fara nicio prelucrare. Consimtamantul informat a fost obtinut de la toti

pacientii.
5.3.Rezultate si discutii
5.3.1. Caracteristicile raspunsului microsenzorilor stocastici

Réaspunsul senzorului stocastic de tip ac se bazeaza pe conductivitatea canalului. Exista
doua etape: in prima etapa, interleukina intra in canal, blocandu-I (curentul scade la zero); in a
doua etapa, interleukinele sunt supuse legarii (are loc legarea cu peretele) si procesului redox.
Prima etapa se caracterizeaza prin semnatura interleukinei (valoarea toff), iar a doua etapa se

caracterizeaza prin valoarea ton (Figura 5.1).

Caracteristicile de raspuns au fost prezentate in tabelul 5.2. Semnaturile (valorile toff) sunt
diferite pentru cele trei interleukine dovedind ca testarea lor simultana este posibila. Intervalele de
concentratie liniard inregistrate pentru fiecare interleukind sunt largi, iar limitele de detectie au

facut posibild analiza lor la pacientii asimptomatici, precum si la pacientii cu cancer cerebral.

ege vy

pentru IL-1p si IL-6.
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Stabilitatea senzorului stocastic de tip ac a fost testata in fiecare zi pe o perioada de 6 luni,
cand sensibilitatea senzorului nu s-a modificat cu mai mult de 1,00% pentru fiecare dintre
interleukine (0,38% pentru IL-1pB, 0,73% pentru IL-6 si 0,84% pentru 1L-12). Zece senzori
stocastici de tip ac au fost proiectati in consecinta cu procedura descrisa mai devreme; comparand
calibrare ale I1L-1p, IL-6 si IL-12, deviatia standard relativa a fost mai mica de 0,80% (0,23%
pentru IL-1B, 0,21% pentru IL-6 si 0,20% pentru IL-12), dovedind fiabilitatea designului

senzorului.

Selectivitatea senzorului stocastic de tip ac este datd de valorile toff (semnaturile)
nregistrate pentru interleukine si alti biomarkeri tumorali, cum ar fi CEA, p53, CA19-9, HER 1.
Conform datelor prezentate in tabelul 5.2, cele 3 interleukine aveau semnaturi diferite si, prin
urmare, senzorul este selectiv. Semnaturile inregistrate pentru: CEA (2.3£0.2s), p53 (4.2+0.2s),
CA19-9 (2.8+0.1s), HER 1 (3.5+0.2s), dopamina (3.7+0.2s), leucina (3.1£0.1) au aratat ca

senzorul propus este selectiv si fata de acesti biomarkeri.
5.3.2. Aplicatii analitice

Probele de tesut tumoral, urind si sange integral de la pacientii confirmati cu tumora
cerebrala si de la pacienti sanatosi au fost analizate fara prelucrarea probelor. Diagramele au fost
inregistrate si au fost identificate semnaturile IL-1p, IL-6 si IL-12 (tabelul 5.2); valorile to, au fost
citite intre doud tosf (semnaturi) si au fost introduse in ecuatiile de calibrare pentru a gasi

concentratiile.

Urina si probele de sange integral prelevate de la pacienti sanatosi si parti ale tesutului
cerebral fara tumora au fost utilizate pentru teste de recuperare. Pentru a efectua testele de
recuperare (prima etapa de validare), proba originala a fost analizatd cu ajutorul senzorului
stocastic de tip ac, dupa care s-au adaugat cantitati diferite de IL-1p, IL-6 si IL-12 la probe atunci
cand au fost efectuate noi analize cu ajutorul senzorului stocastic de tip ac dupa fiecare adaugare;
cantitatea recuperata din fiecare interleukina a fost comparata cu cantitatea adaugata. Rezultatele
obtinute au fost prezentate in tabelul 3. Recuperarile mai mari de 96,00% cu valori ale RSD (%)
mai mici de 0,07% au aratat fiabilitatea ridicata a senzorului stocastic de tip ac pentru analiza

simultand a interleukinelor in probele biologice.
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Rezultatele obtinute pentru determinarea interleukinelor in probele biologice au fost
prezentate in tabelul 5.3. ELISA a fost utilizat pentru evaluarea interleukinelor propuse — ca
metoda standard. Testele t efectuate la un nivel de incredere de 99,00% au fost realizate pentru
analiza fiecarei interleukine, utilizand toate rezultatele prezentate in Tabelul 5.3. Toate valorile
calculate pentru testul t la un nivel de incredere de 99,00% au fost mai mici decat valoarea
teoretica: 4.032: pentru IL-1f valorile inregistrate pentru analiza sangelui integral, a urinei si a
tesutului au fost de 2,15, 2,93 si 3,01; pentru IL-6, valorile Tnregistrate pentru analiza sangelui
integral, a urinei si a tesutului au fost 2,92, 3,13 si 2,87, iar pentru IL-12 valorile inregistrate pentru
analiza sangelui integral, a urinei si a tesutului au fost 2.14, 3.13 si 2.20. In consecinti, nu exista
nicio diferentd semnificativd din punct de vedere statistic intre rezultatele obtinute cu ajutorul
senzorului stocastic de tip ac propus si ELISA la un nivel de incredere de 99,00%, pentru testul
IL-1B, IL-6 si IL-12 n probele biologice. Prin urmare, senzorul stocastic de tip ac propus poate fi
utilizat pentru teste rapide de screening ale fluidelor biologice pentru evaluarea IL-1p, IL-6 si IL-

12, pentru a diagnostica precoce cancerul cerebral.

In comparatie cu alte metode propuse pani in prezent pentru determinarea IL-1p, IL-6 si
IL-12 [6-21], precum si cu ELISA (metoda standard utilizata in laboratoarele clinice), metoda de
screening care utilizeaza senzorul stocastic de tip ac este mai sensibila, foarte fiabila, mai rentabila
si poate fi aplicata pentru testarea simultana a celor trei interleukine in probele de tesut, sange

integral si urind fara prelucrarea acestor probe.

CAPITOLUL 6. DETERMINAREA IDH-1 SI IDH2 DIN SANGE SI TESUT UTILIZAND
SENZORI STOCASTICI

6.2.3. Designul microsenzorului stocastic 3D

100 mg pulbere SWCNT si, respectiv, MWCNT, au fost amestecate cu 10 pL de dispersie
a nanoparticulelor de aur care contineau 1 mg pulbere de cupru si ulei de parafina pana s-au obtinut
doud paste omogene. Pentru a obtine pastele modificate, la fiecare dintre paste s-au adaugat 100
uL de solutie PIX (1,00x10° mol L™, preparati in tetrahidrofuran). Morfologia pastelor care
contin canalele necesare pentru raspunsul stocastic este prezentata in Figura 6.1 (a si b). Pentru a

evalua compozitia elementard, cuantificarea elementelor si distributia lor in material, EDX a
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efectuat o analizd semi-cantitativd. De asemenea, din cartografiere se poate observa distributia

uniforma a elementelor in ambele paste modificate (Figura 6.1: a si b).

10 pm

Figura 6.1. Analiza suprafetei pastelor pe baza de: a. CUAUNPS-PIX/SWCNT si b.CuAuNPs-
PIX/MWCNT.

Pastele modificate au fost plasate in microtuburile 3D cu diametre interne de 25 um. Atunci

cand nu sunt utilizati, microsenzorii stocastici au fost plasati la 4 °C, intr-un loc intunecat.
6.2.4. Modul stocastic

Metoda cronoamperometrica a fost utilizata pentru analiza calitativa si cantitativa a IDH1
si IDH2, pe baza semnaturilor lor (valorile toff), precum si a valorii ton corespunzatoare (care a fost
citita intre doua valori toff) (Schema 6.1 si figurile 6.2, 6.3). Pentru determinarea IDH1 si IDH2 s-
a aplicat un potential constant de 125 mV vs. Ag/AgCl la 25°C. Microsenzorii proiectati au fost
introdusi Intr-o celuld care contine solutii de analit de diferite concentratii. Ecuatiile de calibrare
1lton = a + b x CipHiorz au fost determinate utilizand metoda regresiei liniare (tabelul 1).
Concentratiile de IDH1 si IDH2 din probele biologice au fost determinate prin inserarea valorilor

de 1/ton obtinute dupa masurarea probelor biologice, in ecuatiile de calibrare.

Dezvoltarea actuald a senzorilor stocastici a fost prezentata in schema 6.1. Tn conformitate
cu principiile metodelor stocastice, toate moleculele dintr-o solutie (proba) pot intra in pori / canale

n functie de dimensiunile, geometria, stereochimia si capacitatea lor de desfasurare. Dupad cum se
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vede in schema 1, recunoasterea moleculard a biomarkerilor are loc in dou etape. In prima etapa,
analitul blocheaza canalul si intensitatea curentului scade la 0 A pentru o perioada de timp; aceasta
perioadi reprezintd semnitura analitului (valori tor) si este parametrul calitativ. In a doua etapa au
loc interactiunea analitului cu peretele canalului si procesele redox, prin urmare valoarea ton este

parametrul cantitativ.
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Figura 6.2. Exemple de diagrame inregistrate pentru recunoasterea moleculara a IDH1 si IDH2
in probele de tesut tumoral cerebral folosind microsenzorii stocastici pe baza de (A) CUAUNPS-

PIX-SWCNT si (B) CuAuNPs-PIX-MWCNT
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Figura 6.3. Exemple de diagrame Tnregistrate pentru recunoasterea moleculara a IDH1 si IDH2
in probe de s&nge integral utilizand microsenzorii stocastici pe baza de (A) CUAUNPs-P1X-
SWCNT si (B) CuAuNPs-PIX-MWCNT
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6.2.5. Prepararea probelor biologice

Microsenzorii stocastici 3D propusi au fost utilizati pentru recunoasterea moleculard si
determinarea cantitativa a IDH1 si IDH2 1n probele de tesut tumoral cerebral si de sange integral.
Probele biologice au fost prelevate de la pacienti confirmati cu tumora pe creier, in conformitate
cu procedurile specificate in aprobarea Comisiei de Etica numarul 65573/14.12.2018 acordata de
Spitalul Universitar de Urgenta din Bucuresti; acordul scris a fost obtinut de la toti pacientii. Toate
tesuturile au fost inghetate imediat dupd rezectie si depozitate la temperaturi de —80°C. Probele
de sange integral au fost utilizate pentru evaluarea IDH1 si IDH2 imediat dupa ce au fost prelevate

de la pacienti, fara nici un pre-tratament.
6.3.Rezultate si discutii
6.3.1. Caracteristicele de raspuns ale microsenzorilor stocastici

Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici utilizati pentru recunoasterea
moleculara a IDH1 si IDH2 sunt prezentate in Tabelul 6.1. Semnaturile obtinute pentru IDHI si
IDH2 au fost diferite pentru fiecare dintre acesti microsenzori, demonstrand astfel capacitatea

microsenzorilor de a efectua recunoasterea moleculara a IDH1 si IDH2 in probele biologice.
Tabelul 6.1. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici utilizati pentru

recunoasterea moleculard a IDH1 s1 IDH2

Microsenzor | Semnéatura | Domeniul Ecuatii de calibrare; Sensibilitate | LOQ
stocastic pe IDH de utilizare | coeficientul de corelatie, r* | (s ug mL™) (fg
bazi de tof (S) (ng mL™Y) mL?)
CuAuNPs- IDH1
PIX/SWCNT 0.7 1x10°- 1/ton=0.03 +1.48xC 1.48 10
1x102 r=0.9999
IDH2
1.4 5x10°8- 1/ton= 0.03 + 7.30x10*xC 7.30x10* | 5x1073
5x10? r=0.9999
CuAuNPs- IDH1
PIXIMWCNT 1.5 1x10°- 1/ton= 0.04 + 9.58x10°xC 9.58x10° 10
1x102 r=0.9989
IDH2
0.7 5x10°8- 1/ton=0.16 + 1.50x107xC 1.50x10" | 5x10°
5x102 r=0.9999

*<C>= ug mL?; <tor>=s; LOQ - limita de cuantificare.
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Utilizarea SWCNT sau MWCNT nu a influentat intervalele de concentratie liniard pentru
analiza IDH1 (1x107°-1x10%2 ng mL?) si IDH2 (5x10®- 5x10? ng mL), precum si limitele de
cuantificare pentru IDH1 (10 fg mL™) si IDH2 (5x10° fg mL™), dar a influentat sensibilitatea
microsenzorilor stocastici propusi — cea mai mare sensibilitate a fost obtinutd atunci cand MWCNT
a fost utilizat pentru recunoasterea moleculard a IDH1 (9,58x10° s ug mL™Y) si IDH2 (1,50x10" s
png mL™?). In consecinti, microsenzorul stocastic ales pentru recunoasterea moleculard si

cuantificarea IDH1 si IDH2 este cel bazat pe CuAuNPs-PIX/MWCNT.

Selectivitatea microsenzorilor stocastici este data de semnaturile (valorile toff) Tnregistrate
pentru diferiti analiti. Semnatura analitului si posibila interferentd depinde de o serie de factori,
cum ar fi: dimensiunea si conformatia moleculei, capacitatea de legare, viteza de deplasare in
canal; astfel, semnatura poate actiona ca un element de recunoastere moleculara, contribuind la
analiza calitativa a amestecurilor. Diferitele semnaturi obtinute pentru analiti precum IDH1, IDH2,
heregulina-o, dopamina, epinefrina, L-DOPA, au dovedit selectivitatea microsenzorului stocastic

propus (Tabelul 6.2).

Tabelul 6.2. Selectivitatea microsenzorilor stocastici

Microsenzor totf (S), Semnatura

stocastic pe IDH1 IDH2 | Heregulina-o | Dopamina | Epinefrina | L-DOPA
baza de

CuAuNPs- 0.7 1.4 0.2 1.9 3.0 2.5

PIX/SWCNT

CuAuNPs- 15 0.7 1.8 2.4 3.2 2.8

PIX/IMWCNT

6.3.2. Determinarea IDH1 si IDH2 din tesutul prelevat din tumora cerebrala si sange

8 tesuturi tumorale cerebrale si 12 probe de sange integral au fost testate folosind
microsenzorii stocastici propusi. Diagramele tipice obtinute pentru testele de screening ale
tesutului tumoral cerebral si ale probelor de sange integral (Figura 6.2 si 6.3) au fost utilizate pentru
a efectua recunoasterea moleculard a IDH1 si IDH2, pe baza semnaturilor acestora, precum si
cuantificarea IDH1 si IDH2 folosind ecuatiile de calibrare (tabelul 1). Nu a fost necesara
prelucrarea probelor in cazul probelor de tesut sau de sange integral; celula a fost umpluta cu proba,
1ar cei trei electrozi au fost introdusi in probd. Dupa inregistrarea diagramei, IDH1 si IDH2 au fost

identificate Tn concordanta cu semnaturile lor, dupa care valorile ton au fost determinate si utilizate
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n graficele de calibrare Tn conformitate cu modul stocastic descris mai sus, pentru cuantificarea
IDH1 si IDH2.

Tabelele 6.3 si 6.4 au aratat rezultatele obtinute pentru screeningul tesuturilor cerebrale
tumorale si al probelor de sange integral. Validarea microsenzorilor stocastici propusi si a metodei
de screening a fost facutd fatd de metoda standard utilizata in laboratoarele clinice pentru
determinare — ELISA; pentru analiza IDH1 a fost folosit kitul ELISA de la Biomatik, in timp ce
pentru analiza IDH2 a fost folosit kitul ELISA de la Abbexa.

Testul t a fost efectuat la un nivel de incredere de 99,00% (valoare t teoretica intabulata:
4.032) pentru fiecare tip de proba. Toate valorile t calculate (tabelele 6.3 si 6.4) au fost mai mici
de 3,00, dovedind ca nu exista nicio diferenta semnificativa din punct de vedere statistic intre
rezultatele obtinute cu ajutorul senzorilor stocastici propusi. In consecinta, microsenzorii stocastici
propusi pot fi utilizati In mod fiabil pentru recunoasterea moleculara si cuantificarea IDH1 si IDH2

n sangele integral si probele de tesut tumoral cerebral.

Tabelul 6.3. Determinarea IDHI si IDH2 in probele de tesut tumoral cerebral folosind

microsenzorul stocastic si ELISA.

ng mL*?, IDH1 ng mL*, IDH2

Microsenzori stocastici pe ELISA Microsenzori stocastici pe ELISA
Numarul baza de baza de
probei CUAUNP- CUAUNP- CUAUNP- CUAUNP-
PIX-SWCNT PIX- PIX-SWCNT | PIX-MWCNT
MWCNT
1 15.26+0.02 16.22+0.03 16.03 26.40+0.02 26.50+0.03 26.85
2 14.03+0.03 14.52+0.02 14.48 | 42.42+0.03 42.65+0.04 | 42.82
3 14.76+0.03 16.22+0.04 16.00 27.30£0.03 28.56+0.04 27.85
4 29.97+0.03 29.62+0.02 29.03 35.60+0.04 35.27+0.03 | 35.57
5 9.19+0.02 9.73+0.03 9.54 63.87+0.05 64.40+0.04 63.90
6 15.26+0.03 15.02+0.04 15.05 34.7740.03 34.6840.02 | 34.70
7 6.90+0.02 6.07+0.03 6.93 22.44+0.04 21.73+0.03 22.48
8 15.85+0.03 15.14+0.02 16.12 23.02+0.02 23.72+0.05 23.80
t-test 2.94 1.83 2.87 2.08
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Tabelul 6.4. Determinarea IDH1 si IDH2 in probele de sange integral folosind microsenzorul

stocastic s1 ELISA.
ng mL*?, IDH1 ng mL?, IDH2
Numairul Microsenzori stocastici 3D ELISA Microsenzori stocastici 3D ELISA
probei bazati pe bazati pe
CuAuNP- CUuAuNP- CuAuNP- CUuAuNP-
PIX-SWCNT PIX- PIX-SWCNT | PIX-MWCNT
MWCNT
1 55.25+0.03 53.56+0.02 54.24 98.64+0.02 97.98+0.02 98.70
2 77.25+0.03 73.28+0.05 75.00 70.55+0.02 71.85+0.04 70.88
3 55.24+0.04 53.35+0.05 54.28 97.30+0.03 99.00+0.08 99.02
4 10.84+0.03 9.89+0.03 10.94 34.77+0.05 34.49+0.04 35.00
5 52.75+0.03 53.66+0.05 53.84 56.68+0.03 54.52+0.04 55.94
6 5.36+0.03 5.33+0.02 5.40 21.98+0.02 22.81+0.03 23.03
7 52.97+0.03 53.34+0.04 54.02 44.14+0.02 44,95+0.05 45.00
8 13.04+0.04 13.14+0.02 13.15 20.43+0.03 20.35+0.02 21.00
9 17.50+0.03 17.69+0.04 17.70 33.38+0.04 33.61+0.05 33.54
10 14.49+0.03 13.28+0.05 14.53 35.59+0.03 34.52+0.02 35.80
11 96.48+0.01 96.34+0.02 97.00 | 102.36+0.03 | 102.65+0.02 | 103.00
12 14.11+0.02 14.95+0.03 15.00 26.31+0.02 26.81+0.04 26.90
t-test 2.20 1.75 2.56 2.21

CAPITOLUL 7. DETERMINAREA HEREGULINEI a DIN SANGE SI TESUT

7.2.Senzor de unica folosinta utilizat la determinarea heregulinei-a

Noutatea acestui subcapitol consta in designul senzorului stocastic de unica folosinta: un
material compozit constituit din nanoplachete din grafena si particule de argint (GNPs-AgPs) a
fost utilizat pentru depunerea nanofilmelor de GNPs-AgPs cu plasma rece pe matase. Piesele de
matase modificate rezultate au fost cuplate cu piese acoperite cu nanofilme de Ag/AgCl (ca
electrozi de referinta), precum si cu bucati acoperite cu nanofilme de Pt (ca electrod auxiliar). a-
Ciclodextrina a fost folosita Tn continuare pentru modificarea nanofilmului GNPs-AgPs. Senzorul
stocastic de unica folosintd combinat rezultat a fost utilizat pentru testele de screening ale probelor

de sange integral si de tesut tumoral cerebral.

7.2.1.3.Designul senzorilor stocastici de unica folosinta
Materialele compozite GNPs-AgNPs sunt obtinute prin amestecarea nanoplachetelor de
grafena impreuna cu nanoparticulele de argint intr-un raport de 2:1 cu apa dublu deionizata (10

ml) pentru a forma un material compozit. Dupd aceea, materialul compozit a fost uscat si incalzit
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la 100°C fintr-o camera de vid, pana cand pasta s-a transformat intr-un bloc solid. Nanofilmul
compozit Tnvelit a fost sintetizat folosind un sistem cu plasma rece, metoda arcului termoionic in
vid, pe substrat organic, cum ar fi matasea sintetica cu dimensiunea de 210x297 mm. La inceput,
am implementat un protocol de curatare externa pentru substratul organic de baza, pentru a elimina
substantele care ar putea contamina, cum ar fi particulele. Depunerea a fost efectuata timp de 20
de minute sub vid (1,3x10° mBar) cu rotirea substratului la viteza de rotire (50 rpm) pentru a
forma un film subtire cu o grosime ridicata si uniforma. Parametrii electrici ai plasmei au fost: 53
A curentul filamentului, 1.8 A curentul plasmei si 200 V tensiunea plasmatica. O solutie de
1,00x10° mol L™ o-ciclodextrind a fost adiugati deasupra bucitilor de mitase acoperite cu
nanofilmul GNPs-AgNPs; dupa doua ore, au fost uscate timp de 24 de ore. Atunci cand nu sunt
utilizati, senzorii stocastici de unica folosinta au fost pastrati la temperatura camerei, intr-un loc
uscat. Fiecare senzor de unica folosinta a putut fi utilizat pentru maximum 10 masuratori. Senzorul
de unica folosintd combinat care contine, de asemenea, imprimat Ag/AgCl (ca electrod de

referintd) si Pt (ca electrod auxilliar) folosind aceeasi tehnologie este prezentat in schema 7.2.

Conectat la PGSTAT 12

Senzor stocastic

Ag/AgClI

Vas de masurare

Senzor stocastic combinat de unica folosinta

Schema 7.2. Designul senzorului stocastic combinat de unica folosinta si utilizarea
acestuia pentru masuratori.

7.2.1.4.Modul stocastic
Toate masuratorile au fost efectuate folosind modul stocastic la 25 °C. A fost aplicat un
potential de 125 mV vs. Ag/AgCl. Au fost inregistrate diagrame care contin parametrii toff s ton

(Figura 4). Dupa identificarea HRG-a, prin identificarea valorii sale toff, valoarea ton a fost citita
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intre doua valori toff cOnsecutive. Valoarea ton este legata de concentratia de HRG- o prin ecuatia:
1/ton = a + b X Chre-e. Ecuatia de calibrare a fost determinata prin metoda regresiei liniare. Pentru
probele biologice, valorile ton au fost citite in diagrame si folosind ecuatiile de calibrare, au fost

determinate concentratiile necunoscute de HRG-a.

7.2.1.5.Probe biologice

Spitalul Universitar de Urgenta din Bucuresti a furnizat probele de sdnge integral si de tesut
de la pacientii diagnosticati cu cancer cerebral (s-a obtinut consimtamantul informat de la toti
pacientii, comisia de eticd a Universitatii de Medicina si Farmacie "Carol Davila" din Bucuresti,
aprobarea cu numarul 65573/14.12.2018) in vederea utilizarii acestora pentru testele de screening
pentru HRG-a. Probele biologice (1,0-2,0 ml) au fost utilizate pentru testele de screening folosind

senzorul stocastic de unica folosinta propus, astfel cum a fost colectat de la pacienti, fara pretratare.
7.2.2. Rezultate si discutii

7.2.2.1.Caracterizarea materialului utilizat pentru designul senzorilor stocastici de unica

folosinta

Fotografiile digitale ale materialului textil acoperit si neacoperit cu materialul
nanocompozit GNPs-AgNPs sunt prezentate in Figura 7.1. Imaginile de microscopie optica pentru
suprafata textila din matase neacoperita si acoperita sunt prezentate in Figura 7.2. Probele au fost
iluminate prin tehnici de reflexie, iar imaginile sunt vizualizate direct la o marire de 5%, cu o
rezolutie de 500 um, pentru a oferi o forma texturala buna. Imaginile de microscopie electronica
(SEM) ale peliculei nanocompozite GNPs-AgNPs pe substrat textil de matase sunt prezentate in
Figura 7.3. Imaginile expuse dezviluie uniformitatea peliculelor subtiri acoperite pe suprafetele
aspre, cu o densitate mare de nanofilm compozit GNPs-AgNPs bine dispersat. Tn plus, analiza
elementara a nanofilmelor compozite a fost efectuata prin utilizarea spectroscopiei cu dispersie a
energiei cu raze X (EDAX) si a spectrelor prezentate in Figura 7.3 ¢ in concordanta cu compozitia

propusa.
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Figura 7.2. Imagini de microscopie optica cu material textil (2) neacoperit si (b) acoperit cu

material compozit GNPs-AgNPs
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Figura 7.3. Nanofilme de compozit depuse pe substrat textil de matase: (a-b-c) imagine de
microscopie electronica superioara ale aceleiasi probe cu magnificatie diferita si (d) spectru

EDAX si compozitie elementala a probei

7.2.2.2.Caracteristicile de raspuns ale senzorului stocastic de unica folosinta

Caracteristicele de raspuns ale senzorului stocastic de unica folosinta sunt: semnatura
HRG-a a fost de 1,4s; intervalul de concentratie liniard a fost cuprins intre 4,10 fg mL™ si 0,04pg
mL, cu o sensibilitate de 7,21x10°s ug mL™ si o limita de cuantificare de 4,10fg mL™. Ecuatia de
calibrare a fost: 1/ton=0,04 + 7,21x10°C, (<C> = pug mL™ si <tor> =s), iar coeficientul de corelatie
r de 0,9998.

Forma diagramelor prezentate in Figura 7.4 (exemple de diagrame obtinute pentru

screeningul probelor biologice) a aratat ca procesul de legare este reversibil.
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Figura 7.4. Tipuri de diagrame Tnregistrate pentru detectia si determinarea cantitativa a
HRG-a in: (A) sange integral si (B) tesut cerebral tumoral obtinut folosind metoda de screening

bazata pe senzorul stocastic de unica folosinta

7.2.3. Selectivitatea senzorilor stocastici de unica folosinta

Selectivitatea senzorului stocastic de unica folosinta propus a fost verificata fatd de
neurotransmitatori, cum ar fi dopamina, epinefrina si glutamatul. Semnaturile (valorile toff
inregistrate) ale analitilor au servit la determinarea selectivitatii; semnaturile obtinute pentru
dopamina (2.3s), epinefrind (1.0s) si glutamat (0.3s) sunt diferite de cele inregistrate pentru HRG-
a (1.4s), dovedind ca senzorii stocastici de unica folosinta propusi au fost selectivi fatd de acesti

neurotransmitatori.

7.2.4. Metoda de screening pentru detectarea si cuantificarea heregulinei-a in probele de

sange si tesut integral

Validarea senzorului stocastic de unica folosinta s-a facut fatd de ELISA — metoda utilizata
n laboratoarele clinice pentru analiza HRG-a, folosind probe biologice (sdnge integral si tesuturi
tumorale cerebrale). Rezultatele determinarii HRG-a Tn sangele integral (tabelul 7.1) si in tesutul
tumoral cerebral (tabelul 7.2) obtinute prin metoda de screening bazata pe senzorul stocastic de
unica folosintd, precum si prin utilizarea ELISA au aratat o corelatie foarte buna intre cele doua
metode de analiza. Testul t s-a realizat pentru validarea ulterioara a metodei de screening utilizate

pentru detectarea si cuantificarea HRG-a. Testele t au fost efectuate la un nivel de incredere de

37



99,00%. Toate valorile calculate pentru testele t pentru esantioane pereche la nivelul de incredere

de 99,00% au fost mai mici decét valoarea teoretici intabulati: 4.032 (tabelele 7.1 si 7.2). In

consecintd, nu exista nicio diferenta semnificativa din punct de vedere statistic intre rezultatele

obtinute prin metoda de screening propusa si ELISA, la un nivel de incredere de 99,00%, pentru

determinarea HRG-o. in sangele integral si in tesutul cerebral tumoral. In consecinti, metoda de

screening poate fi validatad pentru analiza HRG-a in sangele integral si in tesutul cerebral tumoral.

Tabelul 7.1. Determinarea HRG-a in probele de sange integral folosind senzorul stocastic de unica

folosinta si ELISA.

pg mL?, HRG-a

Numarul probei

Senzori stocastici de unica folosinta ELISA

1 153.60+0.18 160.03

2 486.56+0.13 430.15

3 690.50+0.13 690.12

4 999.92+0.15 993.15

5 18.66+0.11 18.50
t-test 2.08 -

Tabelul 7.2. Determinarea HRG-a in probele de tesut tumoral cerebral folosind senzorul stocastic

de unica folosintd si ELISA.

pg mL?, HRG-a

Numirul probei Senzori stocastici de unica folosinta ELISA
1 7.174£0.11 7.35
2 2.90+0.25 2.19
3 7.42+0.10 7.50
4 2.59+0.13 2.20
5 6.48+0.13 6.53
6 5.21+0.12 4.73
7 560.30+0.10 553.23
8 6.02+0.15 5.98
9 4.4740.12 4.21
10 1.37+0.10 1.15
11 19.74+0.13 19.50
12 131.07+0.14 129.15

t-test 2.19 -
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7.3.Microsenzori stocastici 3D utilizati la determinarea heregulinei-a in probe biologice
7.3.1. Designul microsenzorilor stocastici 3D

21mg pulbere SWCNT si respectiv 25mg pulbere MWCNT au fost amestecate cu ulei de
parafina pand cand au fost obtinute doud paste omogene. Pentru a obtine pastele modificate, la
fiecare dintre pasti s-a adiugat o solutie de 20pL de Mn(TPP)CI (1,00x10-6 mol L, in
tetrahidrofuran). Aceasta compozitie a fost optimizata pana cand s-a ajuns la semnalul stocastic
optim. Morfologia pastelor a fost prezentata in figura 7.5; sunt prezente canalele necesare pentru

raspunsul stocastic.

Figura 7.5. Imagini de SEM ale Mn(TPP)CI/SWCNT a) si ¢) si ale Mn(TPP)CI/MWCNT b) si d).

Microtuburile 3D cu diametre interioare de 25um au fost printate in laborator cu ajutorul
unei imprimante 3D. Fiecare dintre pastele modificate a fost plasata in microtuburile printate 3D;
un fir de argint a servit ca si contact electric intre pasta si circuitul extern. Microsenzorii 3D au
fost curdtati cu apd deionizatd. Atunci cand nu sunt utilizate, acestea au fost tinute la temperatura

camerei, protejate de lumina.
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7.3.4. Modul stocastic

Solutiile de heregulind-a cu concentratii cuprinse intre 4,09 fg/ml si 50 pg/ml au fost

utilizate pentru a gasi caracteristicile de raspuns, incluznd intervalele de concentratie liniara

pentru senzorii stocastici propusi. Modul stocastic s-a bazat pe conductivitatea curentului; dupa

aplicarea unui potential de 125mV, au fost obtinute diagrame (figurile 7.6 si 7.7.), iar valorile toff

(parametrul calitativ utilizat in recunoasterea moleculara) si ton (parametrul cantitativ) au fost

determinate in diagrame. Primul pas cuprinde recunoasterea moleculara a HRG-a, pe baza valorii

torf citite in diagrame. Ecuatia de calibrare 1/ton = & + b X CHer-o a fost obtinuta folosind metoda

regresiei liniare si s-a bazat pe citirea valorii ton intre doud valori toff din diagrame. Concentratia

necunoscutd a HRG-a a fost determinata prin introducerea valorii de 1/ton in ecuatia de calibrare.
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Figura 7.6. Tipuri de diagrame inregistrate pentru recunoasterea moleculara si determinarea

cantitativa a HRG-a in: (A) sange integral, (B) tesut cerebral tumoral obtinut cu ajutorul

microsenzorului stocastic 3D bazat pe Mn(TPP)CI/SWCNT.
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Figura 7.7. Tipuri de diagrame inregistrate pentru recunoasterea moleculara si determinarea
cantitativa a HRG-a in: (A) sange integral, (B) tesut cerebral tumoral obtinut cu ajutorul

microsenzorului stocastic 3D bazat pe Mn(TPP)CI/MWCNT.

Pentru determinarea heregulinei-a Th sangele integral, sangele integral (volumul utilizat a
fost de 300uL) a fost plasat in celula electrochimica, s-a aplicat un potential de 125mV pentru 6
minute, si s-a obtinut o diagrama; semnalul pentru heregulina-a a fost identificat in diagrama
folosind valoarea toff, Tn timp ce valoarea ton corespunzatoare a fost citita in diagrama si utilizata

pentru determinarea concentratiei folosind ecuatia de calibrare.

Proba de tesut tumoral (cu o suprafati de 0.49cm?) a fost utilizatd asa cum a fost prelevati
de la pacienti. Pentru analiza heregulinei-a din aceste probe, cei trei senzori: microsenzorii
stocastici 3D, electrozii de referintd si cei auxilliari au fost plasati intr-un suport miniaturizat

(Schema 1), iar suportul a fost plasat pe tesutul tumoral asa cum se arata in schema 7.3.
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+» Holder miniaturizat

Pt
Agj’AgCI*___\ _, Microsenzor stocastic 3D

Sticki / - / Tesut tumoral

Schema 7.3. Screeningul tesuturilor tumorale cu microsenzorul stocastic 3D.

Masuratorile au fost efectuate in 10 puncte diferite pe tesutul tumoral. Timpul folosit pentru
fiecare masuratoare a fost de 6 minute. Pe diagramele obtinute, heregulina-o a fost identificatd pe
baza valorii toff, Tn timp ce valoarea ton corespunzatoare a fost utilizata pentru analiza concentratiei

sale folosind ecuatia de calibrare.
7.3.5. Probe biologice

Probele biologice, cum ar fi sangele integral si probele de tesut cerebral tumoral, au fost
utilizate pentru validarea microsenzorilor stocastici 3D propusi si a metodei de screening utilizate
pentru recunoasterea moleculara si determinarea cantitativd a HRG-a in sangele integral si tesutul
cerebral tumoral. Spitalul Universitar de Urgentd din Bucuresti a furnizat probele de sange integral
si tesut cerebral tumoral de la pacientii confirmati cu cancer cerebral (s-a obtinut consimtdmantul
informat de la toti pacientii, Comitetul de Etica al Universitatii de Medicind si Farmacie "Carol
Davila" din Bucuresti, 65573/14.12.2018). Toate aceste probe au fost utilizate pentru analiza

HRG-a imediat dupa ce au fost prelevate de la pacienti, fara nici un pretratament.
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7.3.6. Rezultate si discutii

7.3.6.1.Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici 3D

Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici 3D pe baza de

Mn(TPP)CI/SWCNT si de Mn(TPP)CI/MWCNT sunt prezentate in tabelul 7.3.

Tabelul 7.3. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici 3D.

Semnitura . Ecqagia de I Limitg de
Senzor pe analitului Domeniul de calibrare; Sensibilitate | determinare
baza de N utilizare coeficient de (sYpugmL?t) | (fgmL™)
oft (5) corelatie, r*
Mn(TPP)Cl/ B 1/tor=0.01 +
SWCNT 2.0 10926000;3 nTtl - 4.14x10°C; 4.14x10* 102.00
' r=0.9999
Mn(TPP)Cl/ B 1/ton=0.02 +
MWCNT 14 10526000J3 mtl - 1.36x10°C; 1.36x10* 102.00
: r=0.9994

*<C>=pg mL?L; <tyr>=s

Tn primul rand, au fost determinate semniturile HRG-a. Tipul de CNT a influentat numai
marime, microsenzorul stocastic 3D bazat pe Mn(TPP)CI/SWCNT avea o sensibilitate de peste
trei ori mai mare decat microsenzorul stocastic 3D bazat pe Mn(TPP)CI/MWCNT, in timp ce
domeniul de utilizare inregistrat pentru microsenzorul stocastic 3D bazat pe Mn(TPP)CI/MWCNT
era mult mai mare decat cel Tnregistrat pentru microsenzorul stocastic 3D bazat pe
Mn(TPP)CI/SWCNT. Limitele de cuantificare determinate pentru ambii microsenzori stocastici
3D au avut aceeasi valoare: 102,00fg mL™; tipul de CNT nu a influentat limitele de cuantificare.

Microsenzorul stocastic 3D preferat este cel pe baza de Mn(TPP)CI/MWCNT.

5 microsenzori stocastici 3D de fiecare tip au fost pregatiti si utilizati pentru analiza HRG-
stocastic 3D pe baza de Mn(TPP)CI/SWCNT, deviatia standard relativa a fost de 0,45%, in timp
ce pentru microsenzorul stocastic 3D pe baza de Mn(TPP)CI/MWCNT, deviatia standard relativa
continuare timp de 1 luna, cand a variat cu 0,09% pentru microsenzorii stocastici 3D pe baza de

Mn(TPP)CI/SWCNT si cu 0,12% pentru microsenzorii stocastici 3D pe bazd de
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Mn(TPP)CI/MWCNT. Aceste masuratori au dovedit fiabilitatea ridicatd a designului

microsenzorilor si, de asemenea, o stabilitate ridicata in timp a microsenzorilor stocastici 3D.

Selectivitatea a fost verificatd fata de neurotransmitatori, cum ar fi dopamina, epineftrina,
noradrenalina, si HER3. Semnitura substantei determinate (valoarea toff) — utilizata in
recunoasterea moleculard a substantelor/biomarkerilor este cea care da selectivitatea, in cazul
senzorilor stocastici. In consecinti, deoarece semniturile dopaminei, epinefrinei, noradrenalinei si
HERS3 (tabelul 7.4) sunt cu mult diferite fata de cele Tnregistrate pentru HRG-a, se poate spune ca

microsenzorii stocastici 3D propusi sunt selectivi.

Tabelul 7.4. Selectivitatea microsenzorilor stocastici 3D.

Semnitura, to ()
Sgg;grdr;)e HRG-a Dopamina Epinefrina Norepinefrina HER3
M e | 20 05 12 2.8 35
et | 4 0.7 2.0 3.2 37

7.3.6.2.Aplicatii analitice

Probele de sange integral si de tesut tumoral cerebral au fost utilizate pentru validarea
microsenzorilor stocastici 3D propusi si, de asemenea, pentru validarea metodei de test screening
care va fi utilizata pentru recunoasterea moleculara a HRG-a, precum si pentru cuantificarea
acesteia. Diagramele obtinute in testele de screening ale probelor de sange integral si de tesut
tumoral cerebral (figurile 7.6 si 7.7) au fost utilizate pentru a efectua recunoasterea moleculara a
HRG-a, pe baza semnaturii sale (tabelul 7.3). Dupa etapa de recunoastere moleculara, valorile ton
au fost citite (intre doud valori consecutive ale toff) si utilizate in consecintd cu modul stocastic

descris anterior pentru cuantificarea HRG-a.

Validarea microsenzorilor stocastici 3D si a metodelor de screening s-a facut fatda de ELISA
(metoda standard utilizatd in laboratoarele clinice pentru determinarea HRG-a). Rezultatele
obtinute pentru screeningul probelor de sange integral si al tesuturilor cerebrale tumorale sunt
prezentate in tabelele 7.5 si 7.6. S-au inregistrat corelatii foarte bune intre datele obtinute cu
microsenzorii stocastici 3D si datele obtinute cu ajutorul ELISA. Testul t pentru esantioane
pereche a fost, de asemenea, utilizat pentru validarea microsenzorilor si a metodelor de screening.

Testele t pentru esantioane pereche au fost efectuate la un nivel de incredere de 99,00%, pentru
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rezultatele obtinute folosind fiecare microsenzor stocastic 3D versus ELISA. Toate valorile

calculate pentru testul t pentru esantioane pereche la nivelul de ncredere de 99,00% sunt mai mici

decat valoarea teoretica: 4.032 (tabelele 7.5 si 7.6). In consecintd, nu existi nicio diferentd

semnificativa statistic intre rezultatele obtinute folosind cei 2 microsenzori stocastici 3D si ELISA,

la un nivel de incredere de 99,00%, pentru testul HRG-a in sangele integral si in tesutul cerebral

tumoral. In consecintd, cei doi microsenzori stocastici 3D si metodele de screening pot fi validate

pentru determinarea HRG-a in sangele integral si in tesutul cerebral tumoral.

Tabelul 7.5. Determinarea HRG-a in probele de sange integral folosind microsenzorul stocastic

3D si ELISA.
Numarul pg mL?, HRG-a
probei Senzor stocastic 3D pe baza de ELISA
Mn(TPP)CI/SWCNT Mn(TPP)CI/MWCNT

1 7.75%£0.12 7.53+£0.18 7.35
2 2.97+0.22 2.44+0.25 2.19
3 7.75%£0.13 7.87£0.11 7.50
4 2.74+0.10 2.78+0.19 2.20
5 6.41+0.13 6.23+0.17 6.53
6 4.46+0.18 4.87+0.12 4.73
7 558.73+0.21 551.55+0.28 553.23
8 6.90+0.11 6.93+0.09 5.98
9 4.33+0.08 4.41+0.12 4.21
10 1.59+0.09 1.14+0.09 1.15
11 19.47+0.22 19.61+0.27 19.50
12 129.5540.12 129.66+0.13 129.15

t-test 2.49 2.21 -

Table 7.6. Determinarea HRG-a in probele de tesut tumoral cerebral folosind microsenzorul
stocastic 3D si ELISA.

Numarul pg mg?!, HRG-a
probei Senzor stocastic 3D pe baza de ELISA
Mn(TPP)CI/SWCNT Mn(TPP)CI/MWCNT

1 157.56+0.22 158.59+0.24 160.03
2 433.09+0.32 432.65+0.25 430.15
3 697.65+0.20 695.73+0.17 690.12
4 997.65+0.35 996.30+0.32 993.15
5 18.80+0.10 18.83+0.12 18.50

t-test 2.23 2.12 -
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CAPITOLUL 8. DETERMINAREA DOPAMINEI DIN SANGE UTILIZAND UN
SENZOR VOLTAMETRIC BAZAT PE MODIFICAREA GRAFENEI DOPATE CU
SULF CU PROTOPORFIRINA IX

8.2.3. Designul senzorului electrochimic

Pulberea de grafena dopata cu sulf a fost amestecata cu ulei de parafind pentru a obtine o
pastd omogena, care a fost modificata n continuare cu protoporfirina IX. Un varf de plastic a fost
umplut cu pasta modificata, iar contactul electric a fost realizat folosind un fir de argint. Suprafata
senzorului a fost spalatd cu apa deionizata si lustruitd cu hartie de aluminiu Tnainte de fiecare

utilizare. Atunci cand nu a fost utilizat, senzorul electrochimic a fost pastrat in frigider la 2-8 °C.
8.2.4. Procedura

Masuratorile voltametriei in puls diferential (DPV) au fost efectuate la 25 °C pentru fiecare
solutie standard (103mol L*-10"*?mol L™?). Parametrii de lucru au fost urmitorii: rata de scanare
a fost de 50 mVs™, la un potential de 0-1000 mV, iar amplitudinea modularii 50 mV. Intensititile
inaltimilor varfurilor au fost masurate si ecuatia de calibrare a fost gasita folosind metoda regresiei

liniare. Concentratiile necunoscute au fost calculate din ecuatia de calibrare determinata statistic.
8.3.Rezultate si discutii
8.3.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorului pe baza de pasta de grafena

Tehnica voltametriei in puls diferential (DPV) a fost utilizata pentru a determina
caracteristicile de raspuns ale senzorului electrochimic. Caracteristicile de raspuns obtinute au fost:
intervalul de concentratie liniard a fost intre 1,0x107mol L™ si 1,0x10*mol L*, limita de
determinare a fost de 1,0x10"mol L, limita de detectie a fost de 5,0x10®mol L%, iar sensibilitatea

a fost de 1,0x10A/mol L. Ecuatia pentru calibrare rezultanti este urmitoarea:
1=3,0x10® +1,0x10“xC

unde I (A) este indltimea varfului si C este concentratia de dopamina. Coeficientul de corelatie a
fost de 0,9994. Rezultatele au ardtat o valoare bund a sensibilitatii si o limitd scazutd de detectie a
dopaminei. Intervalul de concentratie liniara este larg. Voltamogramele utilizate pentru calibrarea

senzorului propus au fost prezentate in figura 8.1.
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Figura 8.1. Voltamograma pulsului diferential obtinuta pentru dopamina la diferite

concentratii.
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Figura 8.2. Grafic de calibrare obtinut pentru dopamina folosind senzorul pe baza de pasta de
grafend modificat.

8.3.2. Interferente

Acidul ascorbic (AA), acidul uric (UA), glutamina (GLU), L-serina (L-SER) au fost alese

ca posibile interferente pentru determinarea dopaminei. Raportul dintre concentratiile de dopamina
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si interferent a fost de 1:10 (mol:mol) in solutia mixta. Coeficientii de selectivitate amperometrica

au fost determinati utilizand urmatoarea ecuatie:

. Al ci
£,j(amp) = (5:— 1) * - (16)

unde Ki,j (amp) este coeficientul de selectivitate amperometrica, Alt = Alt- Alb, unde Aly
este intensitatea totald a curentului, Aly este intensitatea curentului inregistrat pentru solutia martor,
Ali = Ali-Alp, unde Al; este intensitatea curentului nregistrat pentru ionul principal, cisi ¢j sunt

concentratiile ionului principal si ionii care interfereaza.

Coeficientii de selectivitate amperometrica obtinuti vs AA (2.68x107%), vs UA (1.70x1073),
vs GLU (1.29x10°®) si vs L-SER (2.78x107°), au demonstrat ci senzorul este selectiv fati de AA,
UA, GLU si L-SER.

8.3.3. Aplicatii analitice
Probele de sange integral au fost obtinute de la Spitalul Universitar din Bucuresti (aviz de

comisie de etica nr. 65573/14.12.2018). Probele de sange au fost analizate asa cum au fost

prelevate de la pacienti, fara pretratare.
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Figura 8.3. Exemplu de voltamograma obtinuta pentru analiza dopaminei in probele de sange
integral.

Tehnica DPV a fost utilizata pentru a determina dopamina in probele de sange integral.
Celula a fost umpluta cu proba de singe integral si a fost masuratd indltimea varfului.

Concentratiile necunoscute au fost determinate din ecuatia de calibrare, asa cum este descris mai
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sus. Un exemplu de voltamograma obtinuta folosind DPV pentru determinarea dopaminei in
probele de sange integral este prezentat in figura 3. Media de recuperare a dopaminei in probele
de sénge integral a fost de 95,52% cu RSD de 0,34% (N =5).

CONCLUZII
C1. Concluzii generale

Doi microsenzori stocastici 3D au fost conceputi pentru analiza simultana a levodopa si
dopaminei ca biomarkeri in diagnosticul cancerului cerebral si, de asemenea, in tratamentul
cancerului cerebral. Intervalele largi de concentratie liniard, limitele de determinare, selectivitatea
si sensibilitatea ridicatd a microsenzorilor propusi, impreund cu recuperarile ridicate Tnregistrate
pentru fiecare microsenzor, permit recunoasterea moleculara fiabild si determinarea cantitativa a
levodopa si dopaminei in probe biologice, cum ar fi sdngele integral, urina si tesuturile tumorale.
Adaugarea de 1-adamantiloleamida la pasta AuNPs/MWNTs a imbunatitit caracteristicile de
raspuns ale microsenzorilor 3D propusi in ceea ce priveste sensibilitatea si limita de cuantificare.
In plus, microsenzorii propusi aveau limite mai mici de cuantificare si intervale de concentratie
liniard mai largi pentru analiza simultana a levodopa si dopaminei, In comparatie cu alti senzori si

metode raportate pana in prezent.

Un senzor stocastic de unica folosinta a fost proiectat pentru screeningul rapid al probelor
biologice (sange integral, probe de tesut) pentru 3 biomarkeri: CEA, p53 si CA19-9. Sensibilitatea
inalta si selectivitatea, precum si intervalele largi de concentratie obtinute pentru determinarea
celor 3 biomarkeri, il recomanda pentru testele de screening ale probelor de sange integral si de

tesut, pentru a putea avea un diagnostic rapid si precoce al cancerelor cerebrale si gastrice.

Un nou senzor stocastic de tip ac a fost proiectat pentru testul de IL-1p , IL-6 si IL-12 ca
biomarkeri pentru diagnosticarea precoce a cancerului cerebral. Intervalele largi de concentratie
liniara, precum si limitele de detectie au permis evaluarea acestor interleukine in diferite tipuri de
probe biologice, cum ar fi tesuturile tumorale, sangele integral si urind. Avantajul senzorului si al

metodei de screening consta in utilizarea lor pentru diagnosticarea precoce a cancerului cerebral.

Cei doi microsenzori stocastici bazati pe imobilizarea protoporfirinei 1X in nanotuburi de

carbon cu un singur perete si cu pereti multipli decorate cu nanoparticule de Cu si Au concepute
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pentru recunoasterea moleculara a IDH1 si IDH2 au fost utilizate In mod fiabil pentru testele de
screening ale probelor biologice (probe de tesut tumoral cerebral si probe de sange integral). Cea
mai mare sensibilitate a fost Inregistrata atunci cand a fost utilizat microsenzorul stocastic bazat

pe nanotuburi de carbon cu pereti multipli decorati cu nanoparticule de Cu si Au.

Senzorul stocastic de unica folosinta bazat pe un nanofilm al unui material compozit care
cuprinde nanoplachete de grafena si particule de argint depuse pe matase si modificat cu o-
ciclodextrind a fost proiectat, caracterizat si validat pentru determinarea HRG-a in probele
biologice. Senzorul propus a prezentat sensibilitate si selectivitate ridicate pe o gama largad de
concentratii. Senzorul a avut ca si caracteristici utilizarea in laboratoare clinice pentru detectarea
si cuantificarea rapida a HRG-a, pentru a avea un diagnostic rapid si precoce al cancerului cerebral

si al metastazelor canceroase.

Doi microsenzori stocastici 3D bazati pe nanotuburi de carbon unici si cu pereti multipli
modificati cu clorurd de mangan 2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfin mangan (111) au fost
proiectati, caracterizati si validati pentru recunoasterea moleculara si determinarea cantitativa a
HRG-a in probe biologice, cum ar fi sangele integral si probele de tesut cerebral tumoral.
Microsenzorii au avut sensibilitate si selectivitate inalte si au avut o gama larga de concentratii
liniare. Au fost validate fata de ELISA cu rezultate foarte bune. Caracteristicile microsenzorilor
stocastici 3D propusi sunt utilizarea lor pentru testele de screening rapid efectuate de medici si in
salile de operatie pentru a verifica starea de sandtate a pacientilor, precum si progresia tumorii

cerebrale si eficienta tratamentului.

Un senzor electrochimic pe baza de pasta de grafena modificata cu sulf si protoporfirind
IX a fost propus pentru determinarea dopaminei din probele de sange integral. Senzorul
electrochimic a prezentat selectivitate ridicatd, limite scdzute de detectie si determinare si

sensibilitate ridicata. Senzorul a fost validat folosind probe de sange integral.
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C2. Contributii originale

e Designul unor noi senzori stocastici si voltametrici pentru determinarea unor
biomarkeri specifici tumorilor cerebrale.

e Determinarea calitativa si cantitativa a heregulinei-a, IDH1 si IDH 2, dopaminei,
L-DOPA, interleukinelor 6, 12 si B utilizand noi senzori stocastici 2D si 3D.

¢ Noi metode de screening pentru determinarea precoce a tumorilor cerebrale.

C3. Perspective de dezvoltare ulterioare

Implementarea senzorilor si a metodelor de screening in salile de operatie si in cabinetele

medicilor de familie si ale neurochirurgilor pentru imbunatatirea starii de sanatate a pacientilor.
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ANEXA 3

LISTA ABREVIERI

2-HG= 2-hidroxiglutarat

AA= Acidul ascorbic

ADNtc= ADN tumoral circulant
AOA-= 1-adamantiloleamida
ARNmM= ARN mesager

ARNmMi= MicroARN

AuUNPs = Nanoparticule de aur
CA19-9= Antigen carbohidrat 19-9
CEA= Antigen carcinoembrionic
cfDNA= ADN liber circulant

CL= Chimiluminescenta
cmfiRNA= Micro-ARN liber circulant
CNT= Nanotuburi de carbon
CSC= Celule stem canceroase

CT= Computer tomografie
CTC= Celule tumorale circulante
DA= Dopamina

ECL= Electrochemiluminiscenta
EEG= Electroencefalografia

EGFR= Receptor al factorului epidermal de
crestere

FGF-2= Factorul de crestere fibroblastic
primar

FTIR= Spectroscopie 1n infrarosu cu
transformare Fourier

GBM= Glioblastom multiform
GFAP= Proteina acida fibrilara gliala
GLU= Glutamina

HGG= Gliom de grad inalt
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HPLC= Cromatografia de lichide de inalta
performanta

HRG= Heregulina

ICE= Enzima de conversie a interleukinei
IDH= Izocitrat-dehidrogenaza

IL-1ra= Receptor antagonist

IL-2= Interleukina 2

IRM= Imagistica prin rezonanta magnetica
LCR= Lichid cefalorahidian

L-dopa= Levodopa

LGG= Gliom de grad mic

L-SER= L-serina

MGMT = Metil-guanin-metil transferaza
MMPs= Metaloproteineazele

MWNTs= Nanotuburi de carbon cu pereti
multipli

NADPH= fosfat de nicotinamida-adenina-
dinucleotida

nDP= Pasta de nanodiamant
PC= Proteine circulante

PEC= Fotoelectrochimica

PET-CT=Computer tomografie cu emisie de
pozitroni

P1X= Protoporfirina 1X
PL= Fotoluminescenta
RRS= Dispersia Rayleigh

SERS= Spectroscopie Raman imbunatatita la
suprafata

SNC-= Sistem nervos central
SPS= Spectrofotometrie de faza solida

TGFb=  Factorul beta de crestere
transformator
TIMPs= Inhibitorii tisulari de

metaloproteineaze

TNFa= Factorul alfa de necroza tumorala
UA= Acidul uric

VE= Vezicule extracelulare

VEGF= Factor de crestere al endoteliului
vascular

a-CD= a-ciclodextrina
a-KG= a-cetoglutarat
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