UNIVERSITATEA “POLITEHNICA” DIN BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA INGINERIE CHIMICA S| BIOTEHNOLOGI!I

TEZA DE DOCTORAT
PhD THESIS

METODE MODERNE DE DETECTIE A CANCERULUI
GASTRIC

MODERN METHODS FOR DETECTION OF GASTRIC
CANCER

Autor/Author: Doctorand luliana Mihaela Bogea
Conducator de doctorat/Scientific Coordinator:
Prof. Dr. habil Raluca-loana van Staden

BUCURESTI
2022



UNIVERSITATEA “POLITEHNICA” DIN BUCURESTI
SCOALA DOCTORALA INGINERIE CHIMICA S| BIOTEHNOLOGI!I

TEZA DE DOCTORAT
PhD THESIS

METODE MODERNE DE DETECTIE A CANCERULUI
GASTRIC

MODERN METHODS FOR DETECTION OF GASTRIC
CANCER

Autor/Author: Doctorand luliana Mihaela Bogea
Conducator de doctorat/Scientific Coordinator:
Prof. Dr. habil Raluca-loana van Staden

BUCURESTI



Cuprins

ReECUNOASTEIE ... 5
AADSTIACT. ... bbbt bbbt 6
INEFOTUCETE ... b bbb bbb bbbt b bbb n e 7
Capitolul 1: SENZOTT STOCASTICH .....vviviriieiteiieiee ettt 9
1.1 INEFOQUCETE ...tttk b bbbt eb e 9
1.2 Mecanismul de raspuns al senzorilor StOCASHCE ..............ccoeiieiiiii i 9
1.3 Designul SENZOMTION STOCASTICH .......ccveviteieieieieese et 10
1.4 Sensibilitatea si selectivitatea senzorilor Stocastici ................ccoooeiiiiiii 11
1.5 Aplicatii ale senzorilor stocastici in analiza biomedicala .....................ccoccoiiiiii 11
Capitolul 2: Biomarkeri Utilizati in Diagnosticul Cancerului Gastric................ccccooviiiiiicninnn, 12
2.1 INEFOQUCETE ... bbb bbb bbb bbb 12
Capitolul 3: Enantioanaliza acidului aspartic utilizind senzori stocastiCi 3D ...........ccceveviviiveinenenn, 12
3.3 Rezultate $i DISCULIL ..........cooiiiiiiii 12
3.3.1 Caracteristicile de Raspuns ale Senzorilor StocastiCi 3D ..........cccccovevivniiiii i 12
3.3.2 Selectivitatea Senzorilor STOCASHICE 3D .........cccoviiviiiiiiic e 13
3.3.3 Stabilitatea Senzorilor STOCASTICE 3D ........cccviiiiiiiieiiieee e 13

3.4 Enantioanaliza a Acidului Aspartic in Probe de Sange Integral.................cc.ccooiiiininicnnnn 14

Capitolul 4: Grafenul decorat cu N, S modificat cu 2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfina
Mangan (III) pe baza de clorura de mangan (III) pe baza de senzori stocastici 3D de tip ac pentru
enantioanaliza argininei — un factor cheie in metabolomica si detectarea precoce a cancerului

[0 F= 1) 4 [OOSR PRP 17
4.2.6 Designul Senzorilor Stocastici 3D Enantioselectivi de Tip AC .....cccoevivvecieiecciccc e 17
4.2.7 MOGUI SEOCASTIC .....c.oviiiiiiciiieec it 18

4.3 Rezultate $i DISCULIL ..........ccocoiiiiiiii s 22
4.3.1 Caracteristicile de Raspuns ale Senzorilor Stocastici 3D Enantioselectivi de Tip Ac........ 22
4.3.2 Selectivitatea Senzorilor Stocastici 3D Enantioselectivi de Tip AC.......ccocvvviiviniienenennenn. 22
4.3.3 Masuratori de Stabilitate si Reproductibilitate......................cccooooiiiiie 23

4.4 Enantioanaliza a Argininei in Singele Integral si in Probe de Tesut Tumoral Gastric........... 23

Capitolul 5: Senzor stocastic 2D enantioselectiv de unica folosintd pentru enantioanaliza rapida in

timp real a glutaminei TN Probe DIOIOGICE ..........ooviiiiii s 28
5.3.1 Caracteristicile de raspuns ale senzorului stochastic 2D enantioselectiv............................ 28
5.3.2 Selectivitatea si enantioanaliza senzorului stocastic 2D................c.ccocon, 29

5.4 Enantioanaliza glutaminei in singe integral si in probe de tesut tumoral.....................c.......... 30

3



Capitolul 6: Senzori stocastici utilizati in recunoasterea modelelor si cuantificarea Maspin n probe

(o] To] [T [ ol TSSO T TR PSSP P PRPRURPPPPTPPON 34
I O = 0] o L= o] [0 (oo Lo SR 36
6.2.2 Rezultate $i diSCULii .............cocoiiiiiiiiiii 36
6.2.2.1 Caracterizarea morfologica si structurala a probei NSGR................cccooi i 36
6.2.2.2 Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici.................cccovviniiii i 37
6.2.2.3 SEIECTIVITALEA.........ocuiiiiicii i 39
6.2.3 Recunoasterea modelelor si determinarea maspinului in probele biologice....................... 39

6.3 Senzori stocastici pentru recunoasterea modelelor si cuantificarea Maspinului.................... 41
T TN I o 1= 4 [=T ] 7= | PR 41
6.3.1.4 Metoda StOCASTICA ...........oouiiiiiiii ettt nre e 43
6.3.1.5 Probe DIOIOGICE ......c.oouiiiiiiise bbb 44
6.3.2 Rezultate $i diSCULii ..............oooeiiiiiiiii 44
6.3.2.1 Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici de unica folosinta.......................... 44
B6.3.2.2 SEIECTIVITALEA .........oveiviiiiie e 46
6.3.3 Recunoasterea moleculara si cuantificarea Maspin Tn probele biologice .............ccccccenee. 47

Capitolul 7: Determinarea p53 din probe de sange integral folosind un senzor electrochimic bazat

pe grafenul decorat cu N $i S.........cooiiiiiii 51
7.1 INEFOAUCETE ...t e bbbt 51
7.2.3 Designul Senzorului EIeCTrOCRIMIC.........coviiiiiiii e 51
7.2.4 Procedura recOMAaNUALa .............c.ooiiiiiiiiiiiii ittt 52
7.2.5 Probe DIOIOGICE ...ttt 52
7.2.6 StUAii de SEIECTIVITALE ...ttt 52
7.3 Rezultate $1 diSCULIL ..........cceiiiiiiiiii e 52
7.3.1 Raspunsul caracteristic al senzorului electrochimic propus.............c.cccoo i 52
7.3.2 Selectivitatea senzorului eleCtroChimIC ... 54

7.4 Determinarea p53 Tn probele de sGnge integral...........cccoooiiiiiiii e 54

7.5 CONCIUZIT ..ttt 56

Concluzii si activitati vIItoare ................cccooviiii 57

RETEIINEE SEIECTALE .......coeiiiiiiii e 59

AANBXA Lo 60

AANBXA 2. s 61



Recunoastere

Doresc sa-mi exprim multumirile si recunostinta profunda fata de coordonatorul de doctorat
Prof. Dr. habil. Raluca-loana van Staden pentru coordonarea extraordinara, recomandarile si
sfaturile utile primite pe parcursul studiilor mele de doctorat, precum si in timpul elaborarii tezei

de doctorat.

Doresc s adresez sincere multumiri membrilor comisiei de indrumare: Prof. Dr. Ing. Ana
Maria Josceanu, Prof. Dr. Ing. Gabriel Lucian Radu, Prof. Dr. Cristina Nechifor, care m-au sprijinit

si indrumat pe parcursul rapoartelor scolii doctorale.

Doresc sa multumesc echipei de cercetatori de la "Institutul National de Cercetare-
Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare", Cluj-Napoca, pentru sinteza materialelor
pe baza de grafene si domnului Marius Badulescu de la "Institutul National pentru Fizica Laserilor,
Plasmei si Radiatiei", Laboratorul de Plasme la Temperaturi Joase, pentru sinteza nanofilmelor pe

baza de argint si carbon si caracterizarea acestora cu ajutorul aparatelor SEM si AFM.

Multumesc calduros colegilor mei din Laboratorul de Electrochimie si PATLAB, in special
Ruxandra-Maria Mihai si Damaris-Cristina Gheorghe, pentru rabdare, ajutor si sprijin, precum si

pentru frumoasa colaborare.

Adaug multumirile mele pentru sprijinul financiar acordat prin UEFISCDI, proiect PN-I11-

P4-1D-PCCF-2016.



Abstract

Cancerul gastric este un tip de cancer silentios care are nevoie de instrumente fiabile si de
teste de screening pentru depistarea sa timpurie, pentru a creste rata de supravietuire. Prin urmare,
in aceastd teza de doctorat au fost dezvoltati senzori stocastici si voltametrici ca instrumente de
screening pentru cancerul gastric. Acoperind intervale largi de concentratii liniare cu limite de
detectie foarte scazute, fiind singurii senzori care pot face o analiza calitativd fiabild a probei,
senzorii stocastici au fost utilizati pentru recunoasterea moleculara si cuantificarea p53, maspin,
precum si pentru enantioanaliza acidului aspartic si a argininei in diferite probe biologice: sange
integral, tesuturi tumorale, urina si saliva. Metodele de screening au fost validate si sunt utilizate

in studii clinice pentru a fi standardizate si aprobate pentru detectarea precoce a cancerului gastric.



Introducere

Cancerul gastric este un tip de cancer tacut. De obicei, acesta este detectat in stadii avansate,
cand sansele de supravietuire sunt foarte mici. Cancerul gastric, ocupa locul al patrulea in lume,
fiind printre cele mai frecvente tipuri de cancer si a doua cea mai frecventa cauza de deces la nivel

mondial, in special in tarile asiatice, cum ar fi China.

Prin urmare, este necesar s se dezvolte teste de screening pentru depistarea precoce a
cancerului gastric. Au fost dezvoltate diferite terapii pentru cancerul gastric [1-7]; agentii
chimioterapeutici au fost dezvoltati pentru a opri multiplicarea si raspandirea rapida a celulelor
canceroase. O metoda eficienta n detectarea rapida si corectd a cancerului gastric este reprezentata

de analiza biomarkerilor specifici, care indica stadiul cancerului gastric.

Cele mai utilizate tipuri de biomarkeri sunt: acizii nucleici, carbohidratii, proteinele, lipidele,
metabolitii mici, parametrii citogenetici si citocinetici si celulele tumorale din fluidele biologice
care controleaza procesele fiziologice si farmacologice [8]. Un rol semnificativ in metastazele
tumorale este jucat de antigenul carcinoembrionar si poate fi asociat partial cu detectarea
cancerului gastric. Studiile privind markerii serici pentru cancerul gastric au constatat o crestere a
nivelului CEA la pacientii cu cancer gastric [11]. Un alt biomarker este proteina p53, o
fosfoproteina tetramericd care mediaza transductia semnalului de la ADN deteriorat la genele
implicate in organizarea ciclului celular si apoptoza. In cancerul uman, gena supresoare de tumori
p53 sufera diferite tipuri de mutatii care determind acumularea de proteine nefunctionale [12]. La
pacientii sdndtosi, proteina p53 este prezenta in cantitati mici in fluidele biologice. Proteinele
acumulate pot fi detectate in tesuturi, sange si alte fluide din corpul uman [15]. Mutatiile in gena
p53 sunt corelate in mod semnificativ cu supraexprimarea proteinei p53 si contribuie la
predispozitia genetici la pacientii cu cancer gastric [13 - 14]. In urma cercetarilor efectuate de-a
lungul timpului, s-a ajuns la concluzia ca un marker tumoral specific este exprimat numai in
celulele tumorale. Majoritatea antigenelor tumorale, cum ar fi antigenele embrionare (alfa
fetoproteina si antigenul carcinoembrionar) sunt unice (specifice) pentru tumora individuala, fiind

exprimate in timpul dezvoltarii embrionare si in celulele canceroase. Antigenul carcinoembrionar



(CEA) este exprimat in toate tipurile de cancer gastrointestinal, pancreatic si mamar [15, 16].
Proteina supresoare de tumori p53 joaca un rol important in cresterea si evolutia cancerului si In
raspunsul acestuia la chimioterapie [17 - 27]. Diferite studii indica asocierea supraexprimarii
proteinei supresoare tumorale p53 in legatura cu cancerul gastric, ceea ce duce la un timp scurt de
supravietuire a tumorii [28 - 30]. Maspin este un biomarker relativ nou care poate fi utilizat in

testele de screening pentru detectarea precoce a cancerului gastric.

Senzorii electrochimici au devenit o bund alternativd la metodele standard utilizate in
laboratoarele clinice (de exemplu, ELISA, chemiluminescentd), datorita determinarii direct din

avand succes si in analiza mediului [32], biotehnologie [33] si controlul proceselor [34, 35].

In timp ce CEA, p53, maspin indicd, de asemenea, prezenta sau alte boli in organism,
oamenii de stiintd au ajuns la concluzia ca enantioanaliza aminoacizilor poate oferi o indicatie mai
buna pentru prezenta cancerului gastric. Studiile au aratat ca triptofanul este metabolitul cu cele
mai repetate modificari in mai multe tipuri de boli riscante. Pacientii cu cancer esofagian au scazut
masuratorile plasmatice a 14 aminoacizi separati, inclusiv tirozina, fenilalanina si triptofanul

[36,37].

Aceasta teza abordeaza metodele moderne de analizd electrochimica, bazate pe senzori
stocastici si voltammetrici, ca instrumente de screening pentru detectarea precoce a cancerului
gastric. Senzorii stochastici au multe avantaje fatd de senzorii electrochimici conventionali, sunt
sensibili si selectivi, avand capacitatea de a determina simultan mai mulfi compusi de interes in
cantitati foarte mici de proba analizata, acoperind intervale largi de concentratii liniare cu limite
de detectie foarte scazute si sunt singurii senzori care pot face o analiza calitativa fiabila a probei.
Recunoasterea moleculara si cuantificarea p53, maspin, precum si enantioanaliza acidului aspartic
si a argininei au fost realizate in diferite probe biologice. Metodele de screening au fost validate si
sunt utilizate in studii clinice pentru a fi standardizate si aprobate pentru detectarea precoce a

cancerului gastric.



Capitolul 1: Senzori Stocastici

1.1 Introducere

Senzorii stocastici sunt dispozitive utilizate intr-o gama foarte largd pentru a determina
diferiti analiti. Acestia sunt necesari in multe domenii, avand o aplicabilitate largd in diferite
domenii; de exemplu, in mediul Tnconjurator sunt utilizati pentru a determina diferiti poluanti,
minerale si alte forme chimice care pot afecta calitatea aerului si, prin urmare, calitatea vietii; de
asemenea, pot fi utilizati In industria germana pentru a determina diferiti compusi. De asemenea,
in caz de razboi, senzorii stocastici sunt utilizati pentru a determina gazele toxice folosite ca arme
chimice, explozibilii folositi in cazul atacurilor teroriste sau prezenta minelor neexploatate [38,
43]. In medicini, senzorii au cunoscut o evolutie favorabila, fiind folositi ca instrumente de
screening pentru diverse patologii, prin determinarea diversilor biomarkeri specifici pentru
anumite boli. Acestia sunt foarte utili in determinarea nivelurilor de agenti terapeutici care trebuie

monitorizati, de exemplu: microorganisme, toxine prezente in fluidele organismului [38].

1.2 Mecanismul de raspuns al senzorilor stocastici

Metoda utilizatd de senzorii stocastici se bazeazi pe conductivitatea canalului. In metoda
stocastica, potentialul de lucru optim este ales pentru a obtine cea mai bunad sensibilitate pentru

masuritori. Determinarea biomarkerilor are loc in doua etape [38, 39]:

1) etapa de recunoastere moleculara: analitul de interes este extras din solutie la interfata
membrana-solutie, intrd in canal si 1l blocheazad pana cand este complet plasat induntru;
prin urmare, intensitatea curentului a devenit zero pana cand analitul complet trece prin
gaura din interiorul canalului; perioada de timp necesard pentru a intra in canal este
cunoscuta sub numele de semnatura analitului (marcata ca toff). Aceasta etapa este, de

asemenea, cunoscuta ca etapa de analiza calitativa a biomarkerilor/analitelor;

2) etapa de legare si electroanaliza: Aceasta etapa are loc atunci cand analitul
interactioneaza cu peretele canalului si au loc procese redox. Ecuatia de legare a
analitului este:

Ch(i) +Analit(i) <> CheAnalit(i);
9



unde Ch=canal de pori, i=interfata la care are loc reactia.

Timpul necesar pentru aceasta etapa este cunoscut sub numele de parametru cantitativ, notat
CU ton. Acest parametru este utilizat pentru a determina concentratia analitului/biomarkerilor din

probe. Etapa este cunoscuta si sub denumirea de etapa de analiza cantitativa.

1.3 Designul senzorilor stocastici

Proiectarea senzorilor stocastici (Fig. 1) este foarte importanta in analiza probelor, este
simpld, ieftind, folosind in majoritatea cazurilor matrici pe bazd de carbon. Pentru a pregéti
senzorul stochastic, se alege o pulbere (pe baza de grafit, grafena, diamant etc.) la care se adauga
o anumita cantitate de ulei de parafind pentru a asigura o omogenizare perfectd. La aceasta pasta
se adaugd materialul capabil sda formeze canale/pori (pe baza, de exemplu, de porfirine,
ciclodextrine, lichide ionice etc.) care permit analiza stocastica. Pasta astfel formata se introduce
intr-un tub de plastic in interiorul caruia se introduce un fir de argint pentru a asigura contactul
electric. Inainte de fiecare utilizare, senzorul stocastic se spala bine cu apa deionizati pentru a nu
contamina celelalte probe utilizate pentru analiza, dupa care se usuca cu mare grija, fiind astfel

pregétit pentru o noud masurare a unei noi probe [38,43].

Fir de Ag

Tub de WV
plastic

Pasta
Gr-TPyP

Fig.1. Designul senzorilor stocastici
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1.4 Sensibilitatea si selectivitatea senzorilor stocastici

Sensibilitatea inregistrata in modul stocastic este mult mai mare decat cea inregistrata pentru
alti senzori electrochimici. Sensibilitatea este datd de panta graficului de calibrare a senzorului

stocastic.

Selectivitatea senzorilor stocastici este legatd de prima etapa a mecanismului de raspuns al
senzorilor stocastici - etapa de recunoastere moleculara. Selectivitatea este data de semnatura
analitului (analitilor) si a speciilor interferente (parametrul toff), care are o valoare unicd in functie
de marimea, geometria, lungimea, capacitatea de desfasurare si viteza analitului (analitilor) si a
speciilor interferente. Diferenta dintre semnaturi da selectivitatea. Senzorii stochastici s-au dovedit
a avea o selectivitate ridicata si, prin urmare, pot fi utilizati pentru testarea simultand a mai mult

de 10 biomarkeri in fluidele biologice.

1.5 Aplicatii ale senzorilor stocastici in analiza biomedicala

Senzorii stocastici au fost aplicati intensiv in domeniul medical, atit ca metoda de
diagnosticare si screening, cat si pentru a determina stadiile de dezvoltare a diferitelor patologii.
Acestia au fost utilizati pentru a analiza biomarkerii pentru diabet, pentru diferite tipuri de cancer,
pentru obezitate, pentru pubertate precoce, pentru boli inflamatorii etc. Metodele de screening
bazate pe senzori stocastici in comparatie cu testele comerciale precum ELISA, RIA etc. prezintd
multiple avantaje: timp de analiza scurt, limite de detectie si de determinare foarte scazute (care
permit analiza pentru concentratii extrem de mici, necesitdnd o cantitate mica de proba pentru a fi
analizata), selectivitate ridicata (senzorii fiind selectivi pentru fiecare analit in parte), un cost redus.
Senzorii stocastici permit o aplicabilitate limitata (determinarea unui singur analit de interes) sau
foarte larga, a unui panel de biomarkeri (determinarea simultand a mai multor analiti), fiind utilizati
atat pentru probe de sange integral, cat si pentru aer, saliva, urind si alte fluide. ale organismului
(de exemplu, lichidul cefalorahidian). Pentru diabet, senzorii stocastici au fost utilizati pentru a
determina glucoza, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-17; leptina, PAI-1 (inhibitor al activatorului de

plasminogenl), CRP, adiponectina, zincul, etc.
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Capitolul 2: Biomarkeri Utilizati in Diagnosticul
Cancerului Gastric

2.1 Introducere

Biomarkerii se formeaza imediat ce tumora se formeaza in organism. Analiza biomarkerilor
se poate face pentru diagnosticarea cancerului, precum si pentru stabilirea eficientei tratamentelor
[44-49]. Diagnosticarea in stadii incipiente este rara, in special in cazul cancerului gastric [50-52].
O metoda eficientd 1n detectarea rapida si corectd a cancerului este reprezentatd de analiza
biomarkerilor specifici, care pot indica si stadiul cancerului gastric. Cele mai utilizate tipuri de
biomarkeri sunt: acizii nucleici, carbohidratii, proteinele, lipidele, metabolitii mici, parametrii
citogenetici si citocinetici si celulele tumorale din fluidele biologice care controleaza procesele

fiziologice si farmacologice [53].

Capitolul 3: Enantioanaliza acidului aspartic
utilizand senzori stocastici 3D

3.3 Rezultate si Discutii

3.3.1 Caracteristicile de Raspuns ale Senzorilor Stocastici 3D

Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici 3D propusi au fost prezentate in tabelul
3.1. Semnaturile diferite (valorile tofr) ale enantiomerilor determinati atunci cand a fost utilizat
acelasi senzor stocastic 3D au dovedit ca enantiomerii pot fi recunoscuti si determinati simultan in
probe si ca senzorii stocastici 3D au fost enantioselectivi. (Tabelul 3.1) Pentru dozarea L-Asp,
intervalul de concentratie liniard mai larg (intre 1x10™° si 1x102mol L) si cea mai mare
sensibilitate (1.51x10s"Y/mol L) au fost inregistrate pentru senzorul stocastic 3D bazat pe SEGr-
1; rezultatul poate fi corelat cu continutul de sulf din grafena - cu cat continutul este mai mare, cu
atat sensibilitatea este mai bund. De asemenea, in cazul testarii D-Asp, pentru senzorul stocastic
3D bazat pe SEGr-1 s-a inregistrat cel mai larg interval liniar de concentratie (intre 1x10™2 si 1x10-
2mol L) si cea mai mare sensibilitate (5.46x108s™Y/mol L), In consecinti, senzorul stocastic 3D

de ales este cel bazat pe SEGr-1.
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Tabelul 3.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici 3D utilizati pentru

enantioanaliza acidului aspartic.

Senzori Domeniul Limita d
. Ecuatia de calibrare* si liniar de Sensibilitate lta de
stocastici 3D pe . L . tofr (S) 1 v | cuantificare
- coeficientul de corelatie (r) | concentratie (s*/mol L) 1
baza de (mol L) (mol L™)
L-Asp
— 11
PIX/SEGr-1 1/tn=0.04+1.51x107xC 1015107 13 | 151x10u 1015
r=0.9993
— 7
PIX/SEG-2 1/tn=0.02+3.91x10°xC 1011102 | 1.3 | 3.91x107 1011
r=0.9985
D-Asp
— 8
PIX/SEGI-1 1/tn=0.04+5.46x10"xC 1012103 | 17 | 5.46x10° 10712
r=0.9998
—_ 7
pixisecr2 | t°”‘0'f:26’ 35380510 xC 107103 | 17 | 3.30x107 10

*<1/ten> =51, <C>=mol L?

3.3.2 Selectivitatea Senzorilor Stocastici 3D

Selectivitatea senzorilor stocastici este datd de semnatura diferitilor biomarkeri/analize
obtinuta cu ajutorul acelorasi senzori. Semnaturi diferite (valori tofr) ale analitilor presupusi de
interferentd au indicat selectivitatea. In primul rind, enantioselectivitatea a fost verificati prin
semnadturile enantiomerilor de L si D-Asp (tabelul 3.1); pentru fiecare dintre senzorii stocastici 3D,
semnaturile enantiomerilor au fost diferite, dovedind enantioselectivitatea senzorilor. Au fost
verificati si alti aminoacizi, cum ar fi leucina, triptofanul, glutamina, ca posibile interferente. Toti
acestia au avut semndturi diferite fatd de L- si D-Asp, dovedind ca senzorii stocastici 3D propusi

sunt selectivi.

3.3.3 Stabilitatea Senzorilor Stocastici 3D

Senzorii propusi au fost testati pentru o perioada de 6 luni, cand sensibilitatea lor a variat cu
0,85% pentru senzorul stocastic 3D bazat pe SEGr-1 si cu 0,95% pentru senzorul stocastic 3D
bazat pe SEGr-2. Aceste rezultate au dovedit o stabilitate foarte buna a senzorilor stocastici 3D

propusi.
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3.4 Enantioanaliza a Acidului Aspartic in Probe de Sange Integral

Senzorii stocastici 3D au fost utilizati ca instrumente pentru testele de screening ale probelor
de sange integral. Sngele intreg a fost introdus in celula electrochimica, iar semnaturile L- si D-
Asp au fost determinate in diagramele obtinute (figura 3.1). Pe baza masuratorilor valorilor ton
pentru fiecare enantiomer identificat (pe baza semnaturii sale, tabelul 3.1) in diagrama, s-a
determinat concentratia cu ajutorul metodei stocastice descrise mai sus.
a

300x10-'2

300x10'2
200x10"2
200x1012
100x10"2
100x10"?
= 0
< < 0
= -100x10%2 -
-200x10°12 100x107
-300x102 -200x10-'2
-400x10"2 -300x10"'2
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time (sec) Time (sec)

Figura 3.1 Diagrame inregistrate pentru enantioanaliza Asp n probe de sange integral
utilizand senzorii stocastici 3D pe baza de: (a) PIX/SEGr-1, si (b) PIX/SEGr-2.

In primul rand, pentru validarea senzorilor stocastici 3D si a metodei de screening, probele
de sange integral de la pacienti sanitosi au fost imbogatite cu L- si D-Asp. In aceste probe s-a gisit
numai L-Asp - inainte de addugarea unor cantitdti bine cunoscute de L- si D-Asp, in diferite
proportii. Dupa adaugarea enantiomerilor, cantitatile de L- si D-Asp au fost determinate in mod
corespunzator cu metoda stocastica; rezultatele obtinute in tabelul 3.1 au aratat recuperari ridicate

n probele de sénge integral de L- in prezenta D-Asp si de D-Asp in prezenta L-Asp.
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Tabelul 3. 1. Teste de recuperare a unui enantiomer in prezenta celuilalt enantiomer (N=10).

Senzori stocastici | Enantiomer Regisire (%0)
3D pe baza de
D:L 2:1 11 1:2 1:10
PIX/SEGr-1 L-Asp 99.21 £0.08 99.95+0.07 | 99.90+0.07 99.15+0.05
PIX/SEGr-2 L-Asp 98.23 £0.12 98.75+0.10 | 98.87+0.08 99.07+0.07
L:D 2:1 1:1 1:2 1:10
PIX/SEGr-1 D-Asp 99.12+0.05 99.65+0.05 | 99.97+0.08 99.12+0.08
PIX/SEGr-2 D-Asp 99.15+0.03 98.98+0.04 | 98.12+0.07 98.90+0.07

Pentru validarea testului de screening au fost folosite probe de sange integral recoltate de la
persoane sanatoase, precum si probe de sange integral recoltate de la pacienti la care s-a confirmat
cancerul gastric. Tabelul 3.2 prezinta rezultatele obtinute pentru sangele integral recoltat de la
donatori sanatosi; doar L-Asp a fost gasit in probele de sange integral recoltate de la persoanele
sanatoase. Tabelul 4 prezinta rezultatele obtinute in urma testului de screening pentru sangele
integral recoltat de la pacienti cu cancer gastric; atat L- cat si D-Asp au fost gasite in sangele
integral al pacientilor confirmati cu cancer gastric. Testele t perechi au fost, de asemenea, utilizate
pentru validarea senzorilor stocastici 3D utilizati ca instrumente in testele de screening ale sangelui
integral. Testele t perechi au fost efectuate la un nivel de incredere de 99,00%. Toate valorile
calculate pentru testul t pereche la un nivel de incredere de 99,00% au fost mai mici decét valoarea
teoretica tabulata: 4,032 (tabelele 3.2, si 3.3).
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Tabelul 3.2. Enantioanaliza a Asp in probele de sange integral ale pacientilor confirmati cu

cancer gastric.

Proba Enantiomer al acidului Senzor Stocastic 30 Bazat pe
nr. aspartic* PIX/SEGr-1 PIX/SEGr-2
1 L 16.57+0.03 16.59+0.08
D 19.55+0.03 18.90+0.08
5 L 70.05+0.04 70.11+0.07
D 11.70+0.05 11.69+0.07
3 L 42.23+0.05 43.54+0.07
D 24.91+0.03 24.80+0.06
4 L 14.43+0.02 15.67+0.07
D 17.73+0.02 17.41+0.08
5 L 16.63+0.05 16.02+0.08
D 17.88+0.04 16.35+0.08
6 L 25.39+0.05 26.99+0.06
D 24.91+0.04 24.22+0.05
7 L 69.38+0.03 68.89+0.05
D 42.60+0.05 40.40+0.08
8 L 11.33+0.05 11.50+0.08
D 28.36+0.03 26.13+0.08
9 L 14.43+0.02 15.62+0.09
D 22.43+0.02 22.09+0.09
10 L 19.49+0.04 18.85+0.07
D 17.73£0.03 17.12+0.07
t-test 2.76

* Toate rezultatele sunt exprimate in umol L (N=10).

Tabelul 3.3. Enantioanaliza a Asp in probe de sange integral de la pacienti sanatosi.

Proba Enantiomer al acidului Senzor Stocastic 3D Bazat pe
nr. aspartic* PIX/SEGr-1 PIX/SEGr-2
1 L 641.18+0.02 641.24+0.06
2 L 194.86+0.02 199.26+0.07
3 L 469.53+0.03 472.73+0.07
4 L 178.98+0.04 179.60+0.08
5 L 194.85+0.05 197.16+0.05
6 L 403.76+0.02 408.80+0.07
7 L 118.98+0.02 131.40+0.07
8 L 880.75+0.03 879.64+0.06
9 L 118.98+0.04 119.90+0.07
10 L 855.02+0.02 854.05+0.07
t-test 2.25

* Toate rezultatele sunt exprimate in pmol L (N=10).
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In consecintd, nu exista nicio diferentd semnificativd din punct de vedere statistic intre
rezultatele obtinute pentru testele de depistare cu ajutorul senzorilor stocastici 3D, la un nivel de
incredere de 99,00%, pentru enantioanaliza Asp in probe de sange integral. In consecinta, metoda
de screening si senzorii stocastici 3D pot fi validati pentru enantioanaliza Asp in probe de sange
integral. Avantajele utilizarii unei astfel de metode in comparatie cu cele propuse anterior
[140,141] sunt: proiectarea senzorilor este rapida si usor de realizat intr-un timp foarte scurt (nu
este nevoie de echipamente speciale); fiabilitatea (sensibilitatea, selectivitatea, testele de
recuperare) este mai mare; se poate realiza cu incredere o analizd calitativa si cantitativa a

enantiomerilor acidului aspartic.

Capitolul 4: Grafenul decorat cu N, S modificat cu
2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfinda Mangan
(IIT) pe baza de clorura de mangan (III) pe baza de
senzori stocastici 3D de tip ac pentru enantioanaliza
argininei — un factor cheie in metabolomica si
detectarea precoce a cancerului gastric

4.2.6 Designul Senzorilor Stocastici 3D Enantioselectivi de Tip Ac

Pastele de grafend au fost preparate prin amestecarea uleiului de parafina cu fiecare dintre
pulberile de grafen codopat cu N, S (NS-Gr-1 si NS-Gr-2) (figura 4.2). Modificatorul, complexul
de porfirina (0.001 mol L preparat in THF), a fost adiugat la pasta de grafeni intr-un raport de
1:1 (v:w, mL:mg). Tuburi de plastic neconductoare cu diametrul interior de 3.00 mm au fost
umplute cu pasta modificata. Un fir de argint a fost utilizat ca contact intre pasta si circuitul extern
(figura 4.3). Inainte si dupa fiecare misurare, microsenzorii au fost curitati cu apa deionizat si,

atunci cand nu au fost utilizati, au fost depozitati la temperatura camerei.
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Figura 4.3. Configuratia experimentala utilizata in enantioanaliza argininei.

4.2.7 Modul Stocastic

Metoda cronoamperometrica a fost utilizatd pentru analiza calitativa si cantitativd a L- si D-

— Tub de plastic neconductor

argininei pe baza semnaturii acestora (valoarea torf). Cuantificarea analitilor a fost realizata

utilizand valorile ton (figurile 4.4-4.5 si tabelul 4.2). Pentru determinarea L- si D-argininei s-a
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aplicat un potential constant de 125 mV. Senzorii stocastici 3D de tip ac, enantioselectivi,

proiectati au fost introdusi intr-o celula care continea solutii de analit de diferite concentratii. S-au

obtinut relatii de calibrare pentru ambii senzori stocastici 3D de tip ac, enantioselectivi. Ecuatiile

de calibrare au fost determinate prin metoda regresiei liniare.

Tabelul 4.2. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici 3D de tip ac,

enantioselectivi, utilizati pentru enantioanaliza argininei.

Senzori
Stocastici 3D

i Domeniul oo
IiEVr?e(ljr;tl_(I?iseIZ(;t Ecuatia de calibrare* si liniar de t Sensibilitate | Limita de ng:ta
P coeficientul de corelatie | concentratie off cuantificare .
pe Baza de N ; (s) (s/mol L) (mol L) detectie
MnPorph si (mol LY) (mol L)
Grafene Co-
dopate cu NS
L-arginina
1/ton:O.02+2.27X1011XC 1 OX10-15 _
NS-Gr-1 1 0x10°2 2.2 | 2.27x10" 1.0x10° 2.5x10716
r=0.9999 X
1/ton=0.04+1.54x10'°xC 1.0x10°%4 _
NS-Gr-2 '10 102 1.4 | 1.54x10% 1.0x10°14 2.8x10°1
r=0.9998 VX
D-arginina
1/ton:O.01+6.56X1011XC 1 0X10—15 _
NS-Gr-1 Loxlo® | 44| 656x10 1.0x10%° | 2.1x10°16
r=0.9999 X
1/ton=0.01+4.18x10'°xC 1.0x10% _ o » s
NS-Gr-2 1.0x10°2 24| 4.18x10 1.0x10 2.2x10

r=0.9999

*<]/ton> =51 <C>=mol L?
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Figura 4.4. Enantioanaliza a argininei in probe de sange integral, utilizand senzori stocastici 3D
de tip ac, enantioselectivi, pe baza de MnPorph si: (a) NS-Gr-1 b) NS-Gr-2.
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Figura 4.5. Enantioanaliza a argininei in probe de tesut utilizand senzori stocastici 3D de tip ac,

enantioselectivi pe baza de MnPorph si: a) NS-Gr-1; b) NS-Gr-2.

Probele biologice, cum ar fi probele de sange integral si de tesut (aprobarea comitetului de
etica nr. 32647/2018 acordata de Spitalul Clinic Judetean de Urgentd din Targu-Mures) de la
pacienti confirmati cu cancer gastric au fost utilizate pentru testele de screening pentru
enantioanaliza argininei fard niciun tratament prealabil, imediat dupd ce au fost prelevate de la
pacienti. Probele de sange venos au fost prelevate de la pacientii cu CG si de la grupurile de control,

in tuburi contindnd acid etilendiaminotetraacetic (EDTA). Probele de tesut au fost analizate
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imediat dupa ce au fost recoltate de la pacienti; senzorii au fost introdusi in tesut (recoltat in timpul
interventiei chirurgicale in tuburi sterile care contin tampon fosfat) pentru masuratori.

Consimtamantul 1n cunostinta de cauza a fost obtinut de la toti pacientii.

4.3 Rezultate si Discutii

4.3.1 Caracteristicile de Raspuns ale Senzorilor Stocastici 3D Enantioselectivi de Tip
Ac

Toate caracteristicile de raspuns au fost determinate folosind cronoamperometria la un
potential constant de 125 mV vs Ag/AgCl, urmand modul stocastic descris mai sus. Caracteristicile
de raspuns din tabelul 4.2 arata ca senzorii propusi sunt enantioselectivi; au fost Tnregistrate
semnaturi diferite (valori toff) pentru enantiomerul L si D al argininei, atunci cand a fost utilizat
acelasi senzor stocastic. Intervalele liniare de concentratie inregistrate pentru ambii senzori
stocastici au fost foarte largi, acoperind niveluri gasite la pacientii sanatosi (niveluri superioare in
intervalele de concentratie), dar si la pacientii confirmati cu cancer gastric (niveluri medii si
inferioare in intervalele de concentratie) [155]. Limitele de cuantificare (cea mai mica concentratie
din intervalul liniar de concentratie) sunt de 1 fmol L™ pentru L-arginini si de 10 fmol L™ pentru
D-arginind. S-au inregistrat, de asemenea, limite de detectie foarte scazute. S-au inregistrat
enantioanaliza argininei; cele mai mari valori au fost inregistrate atunci cand s-a utilizat NS-Gr-1
ca matrice: 2.27x10% mol L pentru analiza L-argininei si 6.56x10'* mol L™ pentru analiza D-

argininei.

4.3.2 Selectivitatea Senzorilor Stocastici 3D Enantioselectivi de Tip Ac

Selectivitatea senzorilor stocastici propusi este datd de semnaturile inregistrate pentru
enantiomerii de arginina fata de semnaturile altor compusi din probele biologice; diferenta dintre
semnaturi da selectivitatea. Aminoacizi precum triptofanul (Try), glutamina (Glu), serina (Ser) si
glutationul (GSH) au fost considerati ca posibile interferente; semnaturile inregistrate, prezentate

in tabelul 4.3, au dovedit ca senzorii stocastici propusi sunt selectivi fatd de acesti aminoacizi.
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Tabelul 4.3. Selectivitatea senzorilor stocastici 3D enantioselectivi de tip ac utilizati pentru
enantioanaliza argininei.

Senzori stocastici 3D Semnadtura, valoare toff
Enantioselectivi de Tip Ac pe Baza
de
MnPorph si L-arg | D-arg | L-glu | D-glu | GSH | Try | Ser
grafene co-dopat cu NS
NS-Gr-1 2.2 4.4 0.5 1.0 32 |15 2.7
NS-Gr-2 1.4 2.4 0.7 1.8 35 |28 3.2

4.3.3 Masuratori de Stabilitate si Reproductibilitate

Au fost proiectati 10 senzori stocastici 3D de tip ac, enantioselectivi, din fiecare dintre cele

.....

n timp ce pentru senzorul stocastic bazat pe NS-Gr-2 a fost de 0,22 %; acest lucru a dovedit ca

senzorii sunt stabili timp de cel putin o lund, atunci cand se efectueaza masuratori zilnice.

4.4 Enantioanaliza a Argininei in Singele Integral si in Probe de Tesut Tumoral Gastric

Sangele integral proaspat si probele de tesut tumoral gastric de la pacientii la care s-a
confirmat cancerul gastric au fost utilizate ca fiind prelevate de la pacienti; nu s-a aplicat nicio
prelevare de probe la aceste probe. Masuratorile in mod stocastic descrise mai sus au fost utilizate
pentru a determina prezenta enantiomerilor de arginind in aceste probe, precum si in probele
recoltate de la voluntari sanatosi. Primul pas in citirea diagramelor obtinute in urma screening-ului
probelor reale a fost gasirea semnaturii (valoarea toff) fiecarui enantiomer, urmata de citirea (intre
doua valori toff cONSecutive) a valorii ton (figurile 4.4 si 4.5). Rezultatele obtinute pentru screening-
ul sangelui integral si al probelor de tesut tumoral gastric de la pacientii confirmati cu cancer
gastric sunt prezentate in tabelul 4.4, in timp ce rezultatele obtinute in urma screening-ului sangelui

integral al voluntarilor sanatosi sunt prezentate in tabelul 4.5.
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Tabelul 4.4. Enantioanaliza a argininei in sangele integral si in probele de tesut tumoral

gastric recoltate de la pacientii confirmati cu cancer gastric.

Senzori stocastici 3D
Enantioselectivi de L-arginina D-arginini
Proba nr. Tip Ac pe Baza de 1 1
MnPorph si grafene (hmol L) (pmol L)
co-dopati cu NS
Sange Integral
1 NS-Gr-2 72.16+0.04 4.00£0.02
NS-Gr-1 71.64+0.03 3.99+0.03
5 NS-Gr-2 25.44+0.02 6.36+0.04
NS-Gr-1 25.00+0.03 6.30+0.03
3 NS-Gr-2 20.74+0.03 3.46+0.02
NS-Gr-1 21.13+£0.04 3.40+0.02
4 NS-Gr-2 19.26+0.03 2.19+0.03
NS-Gr-1 20.29+0.03 2.36+0.02
5 NS-Gr-2 30.03+0.04 7.24+0.03
NS-Gr-1 29.42+0.02 7.62+0.04
6 NS-Gr-2 11.39+0.03 6.20+0.02
NS-Gr-1 11.78+0.02 6.15+0.03
7 NS-Gr-2 17.12+0.01 15.19+0.02
NS-Gr-1 18.03+0.04 15.18+0.03
8 NS-Gr-2 18.39+0.03 1.934+0.02
NS-Gr-1 19.04+0.03 1.96+0.01
9 NS-Gr-2 37.47+0.02 6.49+0.01
NS-Gr-1 39.06+0.03 6.72+0.02
10 NS-Gr-2 16.30+0.01 4.80+0.03
NS-Gr-1 16.28+0.03 4.83+0.02
11 NS-Gr-2 40.04+0.02 13.78+0.02
NS-Gr-1 39.06+0.04 13.14+0.04
12 NS-Gr-2 75.46+0.02 8.06+0.03
NS-Gr-1 75.40+0.03 8.21+0.04
13 NS-Gr-2 9.50+0.02 11.38+0.03
NS-Gr-1 9.54+0.02 11.44+0.02
14 NS-Gr-2 32.37+0.03 8.71+0.03
NS-Gr-1 32.00+0.02 8.39+0.04
15 NS-Gr-2 3.50+0.03 2.90+0.03
NS-Gr-1 3.41+0.04 2.92+0.02
16 NS-Gr-2 82.97+0.02 7.38+0.01
NS-Gr-1 83.69+0.03 7.25+0.01
17 NS-Gr-2 16.05+0.02 25.90+0.03
NS-Gr-1 16.00+0.02 25.84+0.02
18 NS-Gr-2 10.93+0.03 14.52+0.02
NS-Gr-1 10.90+0.02 15.64+0.02
19 NS-Gr-2 12.93+0.03 8.11+0.01
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NS-Gr-1 | 12.92+0.02 | 7.49+0.02
Tesut Tumoral Gastric
. NS-Gr-2 139.23+0.03 2.95+0.01
NS-Gr-1 140.100.02 2.98+0.01
) NS-Gr-2 127.98+0.02 2.62+0.03
NS-Gr-1 124.04+0.02 2.64+0.02
3 NS-Gr-2 115.98+0.02 2.74+0.04
NS-Gr-1 118.99+0.01 2.80+0.02
4 NS-Gr-2 116.03+0.01 10.39+0.03
NS-Gr-1 116.47+0.01 9.28+0.02
c NS-Gr-2 153.00+0.04 17.630.03
NS-Gr-1 152.00+0.02 17.02+0.02
6 NS-Gr-2 143.07+0.01 3.40+0.01
NS-Gr-1 142.96+0.04 3.49+0.02
; NS-Gr-2 185.95+0.02 8.50+0.03
NS-Gr-1 186.38+0.03 8.42+0.02
o NS-Gr-2 159.14+0.01 7.05+0.02
NS-Gr-1 160.04+0.02 6.16+0.03
9 NS-Gr-2 385.15+0.03 23.97+0.03
NS-Gr-1 384.24+0.04 20.98+0.02
10 NS-Gr-2 146.93+0.02 12.83+0.01
NS-Gr-1 147.88+0.03 12.80+0.02
1 NS-Gr-2 115.02+0.04 23.380.01
NS-Gr-1 114.12+0.02 23.33+0.02
12 NS-Gr-2 132.74+0.04 5.42+0.01
NS-Gr-1 133.93+0.03 5.27+0.02
13 NS-Gr-2 156.57+0.02 10.11+0.02
NS-Gr-1 157.40+0.02 10.13+0.03
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Tabelul 4.5. Enantioanaliza a argininei in probe de sange integral recoltate de la voluntari
sanatosi.

Senzori stocastici 3D
Proba nr. E;Sg:;?';ﬁ%‘}gi;f ;i‘c L-arginina (mol L™?)
grafene co-dopati cu NS
1 NS-Gr-2 13.29+0.02
NS-Gr-1 13.30+0.03
5 NS-Gr-2 17.40+0.02
NS-Gr-1 17.79+0.01
3 NS-Gr-2 15.50+0.03
NS-Gr-1 15.48+0.02
4 NS-Gr-2 16.50+0.01
NS-Gr-1 16.53+0.02
g NS-Gr-2 59.95+0.02
NS-Gr-1 60.03+0.01

S-au inregistrat corelatii foarte bune pentru concentratia enantiomerilor de arginina
determinati cu ajutorul senzorilor pe baza de NS-Gr-2 si NS-Gr-1. Tn plus, numai L-arginina a fost
gasita in sangele integral al pacientilor sanatosi, ceea ce demonstreaza ca D-arginina poate fi un
biomarker pentru detectarea precoce a cancerului gastric, facand o diferentiere intre cancerul
gastric si ulcerul gastric.

Pentru o validare suplimentara a senzorilor stocastici 3D de tip ac, enantioselectivi, propusi,
au fost preparate solutii sintetice care contin ambii enantiomeri de arginind si au fost determinate

concentratiile enantiomerilor. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4.6.

26



Tabelul 4.6. Recuperarea enantiomerilor de arginind atunci cand sunt in diferite proportii.

Senzori stocastici 3D %, Regasire
Enantioselectivi de
D};%ﬁ;ﬂes?g::fgse L:D (mol:mol) L-arginina D-arginina
co-dopati cu NS
1:1 99.95+0.03 99.98+0.02
1:2 99.99+0.01 99.97+0.02
NS-Gr-1 2:1 99.97+0.03 99.97+0.02
1:10 99.95+0.02 99.99+0.03
10:1 99.98+0.02 99.97+0.02
1:1 99.93+0.03 99.95+0.04
1:2 99.95+0.02 99.95+0.03
NS-Gr-2 2:1 99.9740.01 99.96+0.03
1:10 99.98+0.02 99.96+0.03
10:1 99.98+0.01 99.95+0.03

Tabelul 4.6 arata recuperari foarte mari de L- i D-arginind, in ciuda raportului in care au
fost amestecate, dovedind ca acestea pot fi recuperate cu o fiabilitate ridicata din amestecuri si ca
metoda de screening propusa poate fi validata pentru enantioanaliza argininei.

In comparatie cu alti senzori utilizati pAna in prezent pentru analiza argininei (tabelul 4.7),
senzorul propus a prezentat limite de determinare mai mici decat cele raportate anterior si sunt
capabili sd discrimineze intre enantiomerii L- si D ai argininei, in timp ce ceilalti nu sunt capabili

sa discrimineze Intre enantiomerii argininei.

Tabelul 4.7 Comparatie intre limitele de determinare ale senzorilor propusi pana in prezent
si senzorii utilizati in prezenta publicatie pentru enantioanaliza argininei.

Limita de
Senzor cuantificare, Ref

(mol L)
Biosenzor potentiometric 5.0 x 10* [162]
Biosenzor amperometric bazat pe ureaza 7.0 x10° [163]
Biosenzor amperometric bazat pe celule de drojdie/ureza 1.5x 10* [164]
Senzor enzimatic de arginina 5.0 x 10 [165]

Senzor stochastic 3D enantioselectiv de tip ac needle

. : L-Arg: 1.0 x 101 |  Aceasti
stochastic sensor bazat peNMSniorph si grafene dopate cu D-Arg: 1.0 x 10715 lucrare
D memicy | LAG 10510 | Accs

p ph3te p D-Arg: 1.0 x 101 lucrare

N,S 2
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Capitolul 5: Senzor stocastic 2D enantioselectiv de
unica folosinta pentru enantioanaliza rapida in timp
real a glutaminei in probe biologice

5.3.1 Caracteristicile de raspuns ale senzorului stochastic 2D enantioselectiv

Pentru toate masurdtorile s-a utilizat cronoamperometria efectuata la un potential constant
de 174 mV vs Ag/AgCI. Cand s-a aplicat potentialul, enantiomerii au fost extrasi de la interfata
electrodului si au intrat in canalul porului - Tn timp ce intrau in canalul porului, intensitatea
curentului a devenit zero (timpul necesar pentru a intra in canalul porului, se numeste semnatura
enantiomerului si este marcat in diagrame ca toff). In timp ce se afla in canalul porului, enantiomerii
trec prin procese de legare si de redox - timpul necesar pentru a finaliza procesele este marcat pe
diagrama ca ton, si se citeste intre doua valori toff.

Pentru determinarea L-glutaminei s-au obtinut urmétoarele caracteristici de raspuns, atunci
cand calibrarea a fost efectuatd in solutii tampon curate: semnatura L-glutaminei (valoare tos)

1.4+0.1s, domeniul linear de concentratie: 1x1073-1x103mol L%, limita de cuantificare 1x10"*mol

L1, sensibilitate: 1.72x10'° s mol? L, ecuatia de calibrare: : L = 0.28+1.72 x 101°C

on

(<ton>=s; <C>=mol L) cu r=0.9996. Atunci cind calibrarea a fost repetata in sangele integral de

la un voluntar sandtos, graficul de calibrare a fost: ti =0.30 + 1.74 x 101°C (<ton>=s; <C>=mol

on

L) cur=0.9999 si o sensibilitate de 1.74x10*° s mol™ L; domeniul linear de concentratie si limita
de cuantificare nu s-au modificat, atunci cand s-a folosit sangele integral pentru calibrare.

Pentru analiza D-glutaminei s-au obtinut urmatoarele caracteristici de raspuns atunci cand
calibrarea a fost efectuata in solutii tampon curate: semnatura D-glutaminei (valoare toff) 0.3£0.15,

domeniul linear de concentratie: 1x10°-1x10°mol L?, limita de cuantificare 1x10°mol L?,

sensibilitate: 1.17x10" s mol? L, ecuatia de calibrare: % =0.26 + 1.17 x 1013C (<ton>=s;

on

<C>=mol L) cu r=0.9998. Atunci cand calibrarea a fost repetati in sangele integral de la un

voluntar sdnatos, graficul de calibrare a fost: % = 0.20 + 1.20 x 103C (<tor>=s; <C>=mol L)

on

cu 1=0.9999 si o sensibilitate de 1.20x10% st mol™ L; domeniul linear de concentratie si limita de

cuantificare nu s-au modificat, atunci cand s-a utilizat sangele integral pentru calibrare.
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Diferentele dintre valorile semnaturilor au dovedit cd senzorul este enantioselectiv, cei doi
enantiomeri putand fi determinati simultan in probele biologice. S-au inregistrat valori ridicate ale
sandtoase, dar si la pacienti cu cancer gastric in diferite stadii.

Studiile de reproductibilitate au fost efectuate dupa cum urmeaza: 10 senzori au fost

fabricati in conformitate cu procedura prezentatd in paragraful privind proiectarea senzorilor.

eqe vy

e ey

designului senzorilor.

Stabilitatea fiecarui senzor 2D (proiectat pentru o singura utilizare) a fost verificata dupa
cum urmeazd: 10 senzori de fiecare tip au fost depozitati asa cum este descris in paragraful
"Proiectarea senzorilor". In fiecare zi, un senzor diferit a fost luat din spatiul de depozitare si a fost
masuratori au fost pastrate pentru comparatie dupa ce intregul lot de senzori a fost consumat, in

30 de zile. Rezultatele inregistrate la sfarsitul perioadei au aratat stabilitatea ridicata a electrozilor

5.3.2 Selectivitatea si enantioanaliza senzorului stocastic 2D

Selectivitatea si enantioselectivitatea sunt date de semnaturile enantiomerilor si analitilor
gasiti In probele reale; o diferentd in valorile semndturilor aratda ca senzorul propus este
enantioselectiv si selectiv. Semnaturile analitilor nu au depins de matricea din care sunt determinati
analitii, ci depind de: stereochimia enantiomerilor; de lungimea si volumul moleculelor, de viteza
de deplasare a acestora in interiorul canalului porului. In consecinta, toti analitii dintr-o solutie
patrund in canalul porului intr-o anumita secventa, ordonata in functie de lungimea si stereochimia
moleculelor. S-au inregistrat semnaturi diferite (valori toff) pentru L- si D-glutamina folosind
acelasi senzor 2D (Tabelul 5.1); acest lucru a dovedit enantioselectivitatea senzorului. Pentru
evaluarea selectivitatii, au fost selectati si alti aminoacizi, cum ar fi triptofanul (try), prolina (pro)

si arginina (arg). S-au obtinut semnaturi diferite pentru acesti aminoacizi in comparatie cu
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semndturile inregistrate pentru L- si D-glutamina, ceea ce dovedeste ca senzorii 2D sunt, de

asemenea, selectivi (Tabelul 5.1).

Tabel 5.1. Selectivitatea senzorilor stocastici 2D de unica folosinta (N=10).

Semnatura, toff (S)
Interferent | L-gln D-gln L-try D-try L-pro D-pro | L-arg D-arg
- 0.740.1 | 1.9+0.1 | 2.2+0.1 | 1.2+0.1 | 2.0+0.1 | 2.5+0.2 | 3.1+0.1 | 3.5¢0.1

Valorile inregistrate pentru semnaturi sunt fiabile, fiind dependente de dimensiunea si
geometria aminoacidului testat.

5.4 Enantioanaliza glutaminei in singe integral si in probe de tesut tumoral

Sangele integral si probele de tesut au fost prelevate de la pacienti confirmati cu cancer
gastric. Probe de sange integral au fost obtinute de la pacienti sandtosi. Probele biologice au fost
analizate asa cum au fost prelevate de la pacienti, in conformitate cu metoda stocastica descrisa
mai sus.

Acuratetea testelor de screening cu ajutorul senzorilor stocastici 2D enantioselectivi a fost
dovedita prin adaugarea unei solutii standard de L- si D-glutamind in probele biologice. Testele de
regasire a L- si D-glutaminei din probe au fost efectuate dupa cum urmeaza: L- si D-glutamina au
fost initial determinate din probe, dupa care s-au addugat cantitati cunoscute de L- si D-glutamina.
Cantitatile regasite de L- si D-glutamina au fost comparate cu cele adaugate in proba de sange
integral.

Tabelul 5.2 prezinta rezultatele obtinute pentru 10 probe de sange integral si 10 probe de
tesut tumoral gastric. Probele au fost analizate Tn mod corespunzator cu metoda stocasticd descrisa
mai sus, utilizand senzorul stocastic 2D enantioselectiv. L- si D-glutamina au fost identificate in
probe pe baza semndturilor lor, valorile tofr (Figura 5.3). Concentratiile enantiomerilor de
glutamina au fost determinate utilizand ecuatiile de calibrare pentru fiecare enantiomer, dupa ce s-
au masurat n diagrame (Figura 5.3) valorile ton (aceste valori sunt masurate intre doud valori toff
consecutive - a se vedea Figura 5.3) pentru fiecare enantiomer. Rezultatele au aratat ca atat L- cat
si D-glutamina au fost gasite n sangele integral si in tesuturile tumorale gastrice ale pacientilor

confirmati cu cancer gastric (Tabelul 5.2).
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Tabel 5.2. Enantioanaliza a glutaminei in sangele integral si in probele de tesut tumoral
gastric ale pacientilor confirmati cu cancer gastric.

Proba Enantiomerul glutaminei Glutamina, pmol Exces
nr. * L1 enantiomeric (%0)
Sange integral

L 2.04+0.03

1 61.26
D 0.49+0.02
L 5.84+0.04

2 89.33
D 3.29(x0.02) x10*
L 2.13+0.02

3 58.07
D 5.65(x0.03) x10*
L 1.760.02

4 34.04
D 8.66(+0.02) x10
L 2.35+0.03

5 99.73
D 3.22(+0.01) x10°3
L 2.26+0.03

6 62.01
D 0.53+0.03
L 1.06+0.01

7 92.17
D 4.32(+0.03) x1072
L 4.37+0.04

8 90.79
D 2.11(+0.02) x10*
L 1.05+0.01

9 95.28
D 2.54(+0.02) x10°2
L 5.84+0.03

10 91.70
D 2.53(+0.01) x10*

Tesut tumoral gastric

L 1.05+0.01

1 56.72
D 0.29+0.02
L 1.33+£0.03

2 69.32
D 2.41(+0.02) x101
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L 1.66+0.02

3 86.83
D 1.17(x0.03) x10*
L 5.83+0.02

4 64.69
D 1.25+0.03
L 2.04+0.04

5 88.37
D 1.26(+0.02) x10*
L 1.06+0.02

6 3.64
D 1.14+0.03
L 1.33+0.02

7 59.47
D 3.38(0.03) x10*
L 3.75+0.03

8 92.21
D 1.52(+0.02) x10*
L 1.06+0.03

9 3.41
D 0.99+0.02
L 7.51+0.02

10 95.62
D 1.68(20.03) x10'*

* Toate rezultatele reprezintd media a 5 masuratori.

Tabel 5.3. Enantioanaliza a glutaminei in probele de sange integral ale voluntarilor sanatosi.

Proba Enantiomerul
o L-glutamini, mmol L
nr. glutaminei *
1 L 0.46+0.02
2 L 0.30+0.02
3 L 0.26+0.01
4 L 0.13+0.02
5 L 0.11+0.01

* Toate rezultatele reprezinta media a 5 masuratori.

S-au colectat probe de sange integral de la pacienti sandtosi si au fost analizate cu ajutorul

senzorilor stocastici; rezultatele enantioanalizei au ardtat ca la pacientii sandtosi s-a gdsit doar

32



enantiomerul L al glutaminei, nefiind identificatd D-glutamina in sangele integral al pacientilor
sandtosi (Tabelul 5.3). Mai mult, excesul enantiomeric poate fi o reprezentatie pentru evolutia
bolii.

In comparatie cu rezultatele obtinute de Meyerhoff et al. [187] utilizind un biosenzor
pentru determinarea L-glutaminei ca detector in analiza prin injectie in flux, senzorul stocastic 2D
enantioselectiv propus poate fi proiectat mai usor decat biosenzorul, nu sunt necesare conditii
speciale de depozitare pentru senzorul stocastic in comparatie cu biosenzorul care trebuie pastrat
la 4°C, biosenzorul a avut o stabilitate foarte scazuta in timp, domeniul linear de concentratie este
mai larg pentru senzorul stocastic in comparatie cu biosenzorul (1x10* - 1x102mol L?), cu o limita
de determinare mai mare pentru biosenzor in comparatie cu senzorul stocastic. Biosenzorul poate
determina doar L-glutamina, in timp ce senzorul stocastic poate determina in aceeasi serie ambii

enantiomeri ai glutaminei.
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Capitolul 6: Senzori stocastici utilizati n
recunoasterea modelelor si cuantificarea Maspin in
probe biologice

6.2.1.4 Design-ul microsenzorilor stocastici

Pulberea de grafend co-dopata cu NS (NSGR) a fost amestecata cu ulei de parafina: 100
mg de pulbere au fost amestecate cu 30 puL de ulei de parafind pand la obtinerea unei paste
omogene. Pasta a fost impartitd in doua cantitati egale si la fiecare dintre ele s-a addugat un
modificator diferit: in prima pasti, s-au adiugat SOuL de o solutie de a-ciclodextrini 1x10mol L-
1 in timp ce in cea de-a doua pasti s-a adiugat 50uL de o solutie de maltodextrini 1x10°mol L™,
Un fir de argint a servit drept contact intre pastd si circuitul extern (Figura 6.1). Fiecare pasta
modificata a fost plasata in tuburi de plastic neconductoare cu diametrul interior de 150um si o
lungime de 5 mm. Microsenzorii stocastici au fost spdlati cu apa deionizatd si uscati Intre

masurdtori. Atunci cand nu sunt utilizati, acestia sunt pastrati intr-un loc uscat.

» Electrod de referinta

{fir de Ag/AgCl)

Contraelectrod

(fir de Pt} Electrod de lucru

(fir de Ag)

/‘/l
Probda «— \’
biologica Pasta omogena

Figura 6.1. Diagrama montajului experimental al celulei electrochimice.

6.2.1.5 Proceduri recomandate: Metoda stocastica

Toate masuratorile au fost efectuate la 25°C. Pentru masuratorile ton i toff S-a Utilizat o
metoda cronoamperometrica la un potential constant (125 mV fata de Ag/AgCl). Pe baza valorii
lui torr, analitul a fost identificat in diagramele inregistrate cu microsenzorii stocastici si, in

continuare, valoarea lui ton a fost citita si utilizata pentru determinarea concentratiei (Figurile 6.2-
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6.5). Concentratiile necunoscute de maspin au fost determinate pe baza graficelor de calibrare 1/ton

= a + bxCnmaspin Tnregistrate cu fiecare dintre senzorii pentru maspin.
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Figura 6.2. Recunoasterea moleculara a maspinului in probe de sange integral, utilizand
microsenzori stocastici pe baza de NSGR si a) a-ciclodextrina si b) maltodextrina.
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Figura 6.3. Recunoasterea moleculard a maspinului in probe de saliva, utilizand
microsenzori stocastici pe baza de NSGR si a) a-ciclodextrind si b) maltodextrina.
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Figura 6.4. Recunoasterea moleculara a maspinului in probele de urind, utilizand
microsenzori stocastici pe baza de NSGR si a) a-ciclodextrind si b) maltodextrina.
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Figura 6.5. Recunoasterea moleculara a maspinului in probe de tesut, utilizand
microsenzori stocastici pe baza de NSGR si a) a-ciclodextrina si b) maltodextrina.

6.2.1.6 Probe biologice

Probele biologice, cum ar fi: sdnge integral, tesut tumoral gastric, saliva si urind au fost
obtinute de la Spitalul din Targu Mures (aprobarea comitetului de etica nr. 75/2015). Aceste probe
au fost obtinute de la pacienti confirmati cu cancer gastric, precum si de la pacienti sanatosi.
Pacientii nu au fost sub niciun tratament pentru cancer gastric Tnainte de colectarea probelor.
Probele biologice nu au necesitat niciun fel de pretratament inainte de masuratori. Celula
electrochimica a fost umpluta cu proba biologica si, dupa inregistrarea diagramei si identificarea
semndturii maspinului, concentratiile necunoscute ale biomarkerilor in testele biologice au fost

determinate utilizand metoda stocasticd prezentata mai sus.

6.2.2 Rezultate si discutii
6.2.2.1 Caracterizarea morfologica si structurala a probei NSGR

36



200

e |
ISGR 2 theta (degrees) D (nm) d{(nm) n

24.45 178  0.365 5

Intensity (a.u.)

26 (degrees)
Figura 6.6. SEM (a) si XRD (b) ale probei NSGR

In Fig. 6.6a este prezentatd o analizi SEM reprezentativi a probei de grafena co-dopata NS.
Din punct de vedere macroscopic, proba este o pulbere neagra compusa din fulgi mari (a se vedea
insertia). Microscopic, fulgii de grafend sunt subtiri si transparenti, cu dimensiunea laterald de
cativa micrometri. Planul bazal al foii de grafena apare ca o zona neteda de culoare gri, in timp ce
marginile grafenei apar ca linii luminoase.

Analiza XRD corespunzatoare prezentatd in Fig. 6.6b aratd un varf relativ larg centrat la
aproximativ 24°, datorat reflexiilor (002), confirmand astfel structura grafenica a materialului
preparat. Parametrii structurali calculati pe baza datelor inregistrate sunt prezentati in insertul din
Fig. 6b: dimensiunea cristalitelor de grafena (D) este de aproximativ 1.78 nm, cu o distanta intre
straturi (d) de 0.365 nm. Tn plus, cristalitele de grafena sunt foarte subtiri, fiind compuse din cateva

straturi (n=5).

6.2.2.2 Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici

Caracteristica de raspuns a senzorilor stocastici se bazeazd pe conductivitatea canalului:
dupa aplicarea unui potential de 125mV, molecula biomarkerului intra in canal blocandu-I in timp
ce intensitatea curentului scade la 0 A. Timpul petrecut pentru acest tip de etapa se numeste
semnatura maspinului. In urmétoarea etapa, maspinul suferd procese de legare, precum si procese
redox - timpul petrecut pentru aceste procese fiind cunoscut sub numele de ton - si este utilizat
pentru masurdtori cantitative. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici au fost
determinate la doud pH-uri, cu valorile 7.40 si 3.00, deoarece trebuie sa folosim microsenzorii

pentru testarea maspinului in sangele integral, in tesuturile tumorilor gastrice si in saliva (pH 7.40),
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precum si in urind (pH 3.00). Caracteristicile de rdspuns ale microsenzorilor propusi sunt

prezentate in Tabelul 6.1.

Tabel 6.1. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici utilizati pentru testarea

maspinului.
Microsenzor | Ecuatia de calibrare* si D_or_nenlul I Limita de
. 0 J liniar de Sensibilitate o
stocastic bazat | coeficientul de corelatie . toff () ) . cuantificare
b 1/n. 1
e NSGR si pe ) concentratie (sH/g-mL™) (g-mL)
P SLp (g-mL™) g
pH=7.40
. | 1/tn=0.03+2.95x10*xC 4.10x10%4 — 4 14
Maltodextrina (=0.9998 2 0010 3.6 2.95x10 4.10x10
. . .| 1/tn=0.03+3.82x10*xC 4.10x1074 - 4 14
a-Ciclodextrina (=0.9999 5 0010 2.8 3.82x10 4.10x10
pH=3.00
. | 1/tn=0.03+9.68x10°xC 1.02x1071% — 9 12
Maltodextrina 1=0.9999 8.00x107 34 9.68x10 1.02x10
: . .| 1/tn=0.04+2.96x10°xC 2.05x10713 — 3 13
a-Ciclodextrina (=0.9995 2 0010 2.8 2.96x10 2.05x10

*<1/ton> =St <C> = g-mL?

Pentru pH 7.40, cea mai mare sensibilitate (panta ecuatiei de calibrare, 3.82x10* s"Y/g-mL™?)

a fost inregistrata atunci cand s-a utilizat a-ciclodextrina ca modificator, in timp ce domeniul liniar

de concentratie si limita de cuantificare rdman aceleasi pentru ambii microsenzori stocastici.

Limita de cuantificare (considerata cea mai micad valoare a concentratiei din domeniul liniar de

concentratie) la pH 7.40 este foarte scizuti (4.10x107*4 g-mL™). Pentru pH 3.00, cea mai mare

sensibilitate (2.96x10° sY/g-mL™), precum si cea mai mici limitd de cuantificare (2.05x10™ g-mL"

1) si cel mai larg domeniu liniar de concentratie (2.05x10™% — 2.00x10° g-mL™) au fost obtinute

pentru microsenzorul bazat pe a-ciclodextrind. In consecinta, microsenzorul stocastic pe baza de

a-ciclodextrind este microsenzorul de alegere. Microsenzorii stocastici propusi au fost utilizati

pentru o perioada de 6 luni, timp in care nu au fost observate modificari semnificative in ceea ce

priveste sensibilitatea.
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6.2.2.3 Selectivitatea
Selectivitatea microsenzorilor stocastici este data de semnaturile (valorile toff) ale maspinului

si ale posibilelor specii perturbatoare; diferentele dintre semnaturi Inseamna ca microsenzorii sunt

selectivi. Speciile interferente selectate au fost: p53, CEA si CA19-9.

Tabel 6.2. Selectivitatea microsenzorilor stocastici utilizati pentru determinarea maspinului.

Microsenzo Maspin, CEA, CA19-9, P53,
r stocastic bazat Semnatura (s) | Semnatura (s) | Semnatura (s) | Semnatura (s)
pe NSGR si pe
pH=7.40
Maltodextrinad 3.6 2.4 0.5 1.2
a-Ciclodextrina 2.8 1.8 1.2 0.5
pH=3.00
Maltodextrina 3.4 2.1 1.3 0.8
a-Ciclodextrina 2.8 1.8 1.1 3.2

Rezultatele prezentate in Tabelul 6.2 au demonstrat ca CEA, CA19-9 si p53 nu au
interferat in determinarea maspinului nici la pH 7.40, nici la pH 3.00.

6.2.3 Recunoasterea modelelor si determinarea maspinului in probele biologice

Probele de sange integral, tesut tumoral gastric, salivad si urind de la pacienti confirmati cu
cancer gastric, precum si probele de sange integral donate de persoane sanatoase au fost analizate
cu ajutorul celor doi microsenzori stocastici. Recunoasterea moleculara a fost realizatd mai intai -
pe baza identificarii valorii toff (semnaturd) specifice maspinului in diagramele obtinute cu ajutorul
microsenzorilor stocastici propusi. Imediat dupa citirea valorii toff, intre doud valori toff, au fost
citite valorile ton corespunzatoare. Valorile ton au fost utilizate pentru a determina concentratiile de
maspin in probele biologice, in conformitate cu metoda stocastica descrisa mai sus.

Primul pas al validarii a fost testul de regasire - care a fost efectuat pentru fiecare dintre
probele biologice (sange integral, tesut tumoral gastric, saliva, urind) prin adaugarea unor cantitati
bine cunoscute de maspin si determinarea, cu ajutorul senzorilor propusi, a procentului de regasire

in fiecare probd biologica. Rezultatele testului de regasire % sunt prezentate in Tabelul 6.3.
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Tabel 6.3. Teste de recuperare a maspinului in probe biologice utilizdnd microsenzori

stocastici (N=10).

Microsenzor stocastic

bazat pe NSGR si pe Maltodextrina a-Ciclodextrina
Tipul de proba Maspin, Regasire, %
Sénge integral 97.89+0.03 99.87+0.02
Tesut tumoral gastric 97.33+0.04 99.47+0.02
Saliva 97.14+0.04 99.12+0.03
Urina 98.83+0.03 99.89+0.03

Tn cadrul testelor de recuperare s-au inregistrat valori ridicate de regisire si valori scizute
ale RSD (mai mici de 0.10 %). A doua etapd de validare a fost realizatd prin recunoasterea
modelelor si determinarea maspinului In sdngele integral, tesutul tumoral gastric, saliva, urina. O

parte din rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 6.4.

Tabel 6.4. Rezultate obtinute pentru cuantificarea maspinului in probe biologice, utilizand
microsenzori stocastici (N=10).

Microsenzor Maspin, ng mL™!
stocastic bazat pe NSGR
si pe Maltodextrina Ci “ ELISA
< iclodextrina
Proba Nr.
Sange integral de la pacienti confirmati cu cancer gastric
1 0.39+0.03 0.38+0.02 0.40
2 0.20+0.02 0.23+0.01 0.24
3 0.30+0.01 0.31+0.03 0.32
4 0.15+0.02 0.16+0.03 0.16
5 0.13+0.02 0.13+0.02 0.15
t-test 2.73 1.83 -
Sange integral de la voluntari sdnaitosi
1 6.21+0.03 6.48+0.03 6.82
2 6.09+0.01 5.92+0.04 6.30
3 9.93+0.03 9.22+0.04 10.02
4 2.35+0.01 2.18+0.03 2.40
5 2.37+0.03 2.03+£0.02 2.57
t-test 2.75 1.80 -
Proba de tesut tumoral gastric

1 0.48+0.03 0.48+0.02 0.50
2 0.30+0.02 0.33+0.03 0.35
3 0.17+0.02 0.18+0.01 0.17
4 0.17+0.01 0.18+0.03 0.19
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5 0.23+0.03 0.21+0.02 0.24
t-test 2.58 2.90 -
Saliva
1 0.42+0.03 0.45+0.02 0.45
2 0.22+0.02 0.25+0.03 0.26
3 0.70+0.03 0.69+0.04 0.70
4 0.32+0.02 0.38+0.03 0.37
5 0.39+0.03 0.39+0.02 0.40
t-test 2.14 1.89 -
Urina
1 6.59+0.03 6.87+0.02 6.90
2 2.93+0.04 2.67+0.03 2.70
3 7.31+0.02 7.54+0.03 7.55
4 2.37+0.02 2.94+0.03 2.98
5 7.48+0.03 7.45+0.01 7.74
t-test 1.19 1.54 -

Corelatii foarte bune intre rezultatele s-au obtinut cu ajutorul microsenzorilor stocastici si
ELISA (un kit standard utilizat in laboratoarele clinice acreditate). S-a efectuat, de asemenea, un
test t la un nivel de incredere de 99,00% (valoare t teoretica tabulata: 4.032) pentru fiecare tip de
proba si microsenzor, fatd de ELISA. Toate valorile t calculate au fost mai mici de 4.032, dovedind
ca nu existd o diferentd semnificativa din punct de vedere statistic intre rezultatele obtinute cu
ajutorul microsenzorilor stocastici propusi (Tabelul 6.4). In consecinti, microsenzorii stocastici
propusi pot fi utilizati in mod fiabil pentru recunoasterea moleculara si cuantificarea maspinului
n probele biologice selectate.

Ambele teste de validare au aratat cd microsenzorii stocastici propusi pot fi utilizati Tn mod

fiabil pentru recunoasterea moleculara si cuantificarea maspinului in probele biologice.

6.3 Senzori stocastici pentru recunoasterea modelelor si cuantificarea Maspinului

6.3.1 Experimental
6.3.1.3 Design-ul senzorilor stocastici de unica folosint:i

Filmele subtiri de material compozit au fost depuse folosind un amestec de nanoplachete de
grafend (GNP) si particule de argint (AgP) ca precursor. Etapele de design sunt prezentate in
Schema 6.1.
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Schema 6.1. Depunerea de materiale pe plastic, matase si hartie cu ajutorul plasmei reci.

Materialele au fost amestecate manual cu apa dublu deionizata (DI) pentru a obtine o solutie
de pasta. 4 g de PNG de la Nanografi (nr.: 7782-42-5) si 2 g de AgP (99,9 %) cu dimensiuni diferite
in intervalul de marime de 30-60 um au fost amestecate in 10 ml de apa DI. Solutia de pasta
compozitd a fost introdusd la 1000° C timp de 1 h in vid nalt, rezultand o tinta solida care a fost
utilizata ca precursor pentru procesul de acoperire. O sursa de plasma rece dezvoltata in laboratorul
nostru, denumitd Thermionic Vacuum Arc, a fost utilizata pentru acoperire. Ca substraturi au fost
folosite plastic, matase si hartie plasate deasupra sursei de plasma la o distantd de 27 cm, iar
depunerea a fost efectuati timp de 20 de minute in conditii de vid inalt (1.3 x10°mBar). Parametrii
electrici ai plasmei au fost: 53 A curent de filament, 1,8 A curent de plasma si 200 V tensiune de
plasma. Este evident ca pelicula subtire nanocompozitd GNPs-AgNPs propusa in aceastd lucrare
este acoperitd uniform pe substraturile organice. Imaginile au aratat ca substraturile acoperite au o
suprafatd aspra, cu multi nanoclusteri rotunzi si neregulate. Peste electrodul de lucru a fost lasata
si cadi o solutie de chitosan (10 mol L™); dupi aceea, senzorul a fost lisat si se usuce timp de

24 de ore. Senzorii au fost depozitati in locuri uscate, la temperatura camerei.
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6.3.1.4 Metoda stocastica

Pentru modul stocastic, a fost selectata o tehnica cronoamperometrica, pentru care s-a aplicat un

potential constant (125 mV fata de Ag/AgCl). Aceastd metoda a fost utilizata atat pentru analiza

calitativa, cat si pentru analiza cantitativa a maspinului din sange integral, saliva, urind si probe de

tesut de la pacienti confirmati cu cancer gastric. Doi parametri au fost identificati, toff $i, respectiv,

ton, din diagramele stocastice (Figurile 6.7-6.10).

ot a
200¢10°2 s
i
100x10°'2 |H /H‘ L \'I
Ko I r
\\H | J J'\
0 I h
g | J f N
00102 U ‘ I | { \
|
i
2002102 '
-300x10°2
0 100 200 300 400

Time (sec)

HA)

300x1072

2006107

10010712

0

-100x1072

200610

-300x1012

1(A)

-300x10°1%

200 300
Time (sec)

300x10°%

200x10°%

10021012

0

-100x10°1%

-200x10°1%

100 200 300 400
Time (sec)

Figura 6.7 Exemple de diagrame obtinute pentru testele de depistare a sangelui integral cu
ajutorul senzorilor stocastici de unica folosinta pe baza de chitosan si GNPs-AgNPs imobilizate

pe (a) matase; (b) hartie; (c) plastic.
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Figura 6.8. Exemple de diagrame obtinute pentru testele de depistare a salivei cu ajutorul
senzorilor stocastici de unica folosinta pe baza de chitosan si GNPs-AgNPs imobilizate pe (a)

matase; (b) hartie; (c) plastic.
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Figura 6.9. Exemple de diagrame obtinute pentru testele de depistare a urinei cu ajutorul
senzorilor stocastici de unicd folosinta pe bazd de chitosan si GNPs-AgNPs imobilizati pe (a)

matase; (b) hartie; (c) plastic.
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Figura 6.10. Exemple de diagrame obtinute pentru testele de depistare a tesuturilor tumorale cu
ajutorul senzorilor stocastici de unica folosinta pe baza de chitosan si GNPs-AgNPs imobilizate
pe (a) matase; (b) hartie; (c) plastic.

toffeste cunoscuta ca semnatura analitului si valoarea sa este utilizata pentru analiza calitativa; pe
baza valorii sale, maspinul a fost identificat in diagramele obtinute pentru analiza probelor
biologice (Figurile 6.7-6.10). Dupa aceea, a fost citita valoarea ton (aceasta este cunoscuta ca fiind
timpul de echilibru necesar pentru interactiunea analitului cu canalul de perete si procesele redox)
si reprezinta parametrul cantitativ (1/ton = a+bxCmaspin). Ecuatiile de calibrare au fost obtinute prin
utilizarea metodei regresiei liniare. Calibrarea a fost efectuatd pentru toti senzorii de unica

folosinta la doua valori de pH: 3.00 si 7.40.

6.3.1.5 Probe biologice
Au fost analizate probe biologice, cum ar fi: sange, tesut, saliva si urind obtinute de la pacienti

confirmati cu cancer gastric. Pacientii nu au fost supusi niciunui tratament pentru cancer gastric
inainte de colectarea probelor. Aceste probe au fost obtinute de la Spitalul din Targu-Mures
(aprobarea comitetului de etica nr. 75/2015). Probele biologice analizate nu au avut nevoie de
nicio prelucrare inainte de masurare. Concentratiile necunoscute de maspin din probele biologice

au fost determinate utilizadnd modul stocastic descris mai sus.

6.3.2 Rezultate si discutii
6.3.2.1 Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici de unica folosinta
Determinarea valorii semnaturii maspinului (toff) a servit pentru analiza calitativa in diagramele
obtinute pentru probele biologice (Figurile 6.7-6.10, Tabelul 6.5), in timp ce valorile ton au fost
utilizate pentru determinarea caracteristicilor de raspuns ale senzorilor (Tabelul 6.5), precum si
pentru determinarea cantitativd a maspinului in probele biologice. Caracteristicile de raspuns au
fost raportate pentru doud valori de pH: 3.00 si 7.40 (Tabelele 6.5); motivul calibrarii senzorilor la
doud pH-uri este acela ca nu dorim sd efectuam niciun tratament al probei biologice Tnainte de

masuratori, iar aceste doud pH-uri au acoperit pH-urile native ale probelor biologice testate.
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Pentru ambele pH-uri, atunci cand matasea a fost utilizata ca material suport pentru proiectarea

senzorului stocastic de unica folosinti, s-au obtinut cele mai mari sensibilititi: 5.76x10? s/g mL-

! pentru pH 7.40 si 7.13x10° st/g mL* pentru pH 3.00. Pentru senzorii conceputi folosind mitasea

ca material de suport s-au obtinut intervale liniare de concentratie mai largi: 5.12x10™*2 — 2,00x10"

g mL* pentru pH 7.40, si 4.10x10* — 2.00x10%g mL™* pentru pH 3.00, cu cele mai mici limite
de cuantificare de: 5.12x10*?2 g mL?* pentru pH 7.40 si 4.10x10"** g mL? pentru pH 3.00. O limiti

de cuantificare foarte scazutd (concentratia cea mai mica din intervalul liniar de concentratie) a

fost obtinuti, de asemenea, atunci cand hartia a fost utilizati ca substrat (5.12x10°12 g mL™t) pentru

misuritorile efectuate la pH-urile 7.40 si 3.00. In general, cel mai bun material - ca suport s-a

dovedit a fi matasea - in ceea ce priveste sensibilitatea ridicata si largimea intervalului liniar de

concentratie.

Tabel 6.5. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici de unica folosinta folositi
pentru analiza maspin.

Senzor
stocastic de . .
unici folosinti Ecuatia de _ Domeniul Sensibilit |  Limita de
bazat pe calibrare si liniar de toff (S) ate (s cuantificare
azat pe. coeficientul de corelatie concentratie of 1 1 1
chitosan si ’ 1 /g-mL™) (g-mL™)
GNPs-AgNPs () (g-mL%)
imobilizate pe
pH=7.40
— 2 -12
Mitase | =00 IOCOXC | 5120 "= 26 5.76x102 | 5.12x10"2
— 2 -12
Hartie | Hrm0OHLABOONC | S0 T 28 | 12402 | sa2a0%
- 2 8 _
Plastic | /om0 02T 2AYXC | LD S 124 7.21x107 1.60x10°
pH=3.00
_ 3 14 _
Mitase | Torm00STABAONC | 41XI0 0 130 | 7asxa0t | az0xa0*
— 2 -12
Hartie | Vr=00247SPAOXC | S0 T l2s | 73ma0? | s12a0%
— 3 -13
Plasti | /o004t AOLAOXC | 200 L 22 Ja0mae® | 204x107

*<1/ton> = s1<C>=g-mL™*
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S-au efectuat studii de reproductibilitate pentru fiecare tip de senzor. Tn acest sens, au fost

fabricati 10 senzori de fiecare tip in conformitate cu procedura prezentata la paragraful privind

eqe v,

R

0.12 % la pH 7.40 si 0.15 % la pH 3.00; pentru senzorii pe baza de hartie: 0.10% la pH 7.40 si
0.17% la pH 3.00; si pentru senzorul pe baza de plastic: 0.09% la pH 7.40 si 0.08% la pH 3.00.
senzorilor.

Stabilitatea fiecarui senzor 2D (proiectat pentru o singurd utilizare) a fost verificatd dupa cum
urmeaza: 60 de senzori de fiecare tip au fost depozitati asa cum este descris in paragraful
"Proiectarea senzorilor”. Tn fiecare zi a fost luat din locul de depozitare un alt senzor care a fost

scufundat 1n solutii care contin maspin de diferite concentratii si la pH-uri de 3.00 si 7.40;

10wy

baza de matase: 0.06% la pH 7.40 si 0.03% la pH 3.00; pentru senzorii pe baza de hartie: 0.05%
la pH 7.40 s1 0.03% la pH 3.00; si pentru senzorii pe baza de plastic: 0.07% la pH 7.40 si 0.05%
la pH 3.00.

6.3.2.2 Selectivitatea

Selectivitatea senzorilor stocastici de unicd folosinta este datd de valorile torf (semnaturi)
inregistrate pentru diferite interferente posibile. CEA, CA 19-9, p53, glucoza, glutamina si CA72-

4 au fost verificate ca posibile interferente, la ambele pH-uri: 7.40 si 3.00.
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Tabel 6.6. Selectivitatea senzorilor stocastici de unicd folosinta folositi pentru analiza

maspinului.
Senzor stocastic
de unica Maspin, | CEA, | CA19-9, ps3, Glucozs, | Glutamine, | CA72-4,
folosinta bazat 9 9 y « «
.. . Semnatu | Semnat | Semnatura Semnatura Semnatura Semnatura Semnatura
pechitosansl | “ri(s) | ura(s) (s) (s) (s) (s) (s)
GNPs-AgNPs
imobilizate pe
pH=7.40
Matase 2.6 14 0.7 3.0 0.3 1.7 3.1
Hartie 2.8 15 0.5 3.5 0.2 1.9 3.3
Plastic 2.4 15 0.8 3.2 0.2 1.8 2.7
pH=3.00
Maitase 3.0 1.7 0.5 2.3 1.0 0.7 2.8
Hartie 2.8 1.8 0.4 2.1 0.7 1.3 2.8
Plastic 2.2 1.8 0.6 2.6 0.2 1.3 3.0

Tabelul 6.6 aratd cad niciuna dintre substantele selectate nu interfereaza in determinarea
maspinului, nici la pH 7.40, nici la pH 3.00, deoarece semnaturile lor sunt diferite de semnatura

maspinului.

6.3.3 Recunoasterea moleculara si cuantificarea Maspin in probele biologice

Cei trei senzori stocastici de unicd folosintd au fost utilizati pentru depistarea rapida a
probelor biologice: sange integral, tesuturi tumorale gastrice, urind si saliva obtinute de la pacienti
cu cancer gastric, precum si a probelor de singe integral obtinute de la voluntari sanatosi. in primul
rand, maspina a fost identificatd in diagrame (Figurile 6.7-6.10) pe baza semnaturii sale, iar apoi
tonul corespunzitor a fost citit si utilizat asa cum este descris in modul stocastic pentru
determinarea concentratiei de maspin. Rezultatele pentru 5 esantioane din fiecare categorie sunt
prezentate in tabelul 6.7; au fost analizate peste 100 de esantioane; valoarea testului t este cea
rezultatd dupa analiza tuturor esantioanelor. Exista o corelatie foarte buna intre rezultatele obtinute
cu ajutorul senzorilor stocastici de unica folosinta si ELISA - care este metoda standard utilizata

Tn laboratoarele acreditate.
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Tabel 6.7 Rezultate obtinute pentru depistarea rapida a probelor biologice cu ajutorul

senzorilor stocastici de unicd folosinta (N=10).

Senzor
stocastic de
unica folosinta

bazat pe
chitosan si Gen Varsta Hartie Mitase Plastic ELISA
GNPs-AgNPs
imobilizate pe
Proba Nr.
Sange integral de la pacienti confirmati cu cancer gastric

1 M 60 0.39+0.03 0.34+0.02 0.38+0.01 0.40+0.11

2 M 69 0.21+0.03 0.23+0.03 0.23+0.03 0.24+0.11

3 F 65 0.27+0.02 0.28+0.03 0.28+0.02 0.28+0.13

4 M 69 0.14+0.02 0.14+0.02 0.15+0.01 0.16+0.10

5 M 73 0.12+0.03 0.14+0.02 0.12+0.01 0.15+0.13
t-test 1.98 2.03 2.12 -
F-test 1.23 1.58 1.87 -

Sange integral de la voluntari sanaitosi

1 M 25 6.74+0.03 6.41+0.02 6.94+0.03 6.82+0.14

2 M 76 6.50+0.03 6.36+0.02 6.25+0.04 6.30+0.14

3 M 68 9.31+0.02 9.67+0.03 9.40+0.05 10.02+0.13

4 F 60 2.17+0.04 2.85+0.03 2.88+0.03 2.90+0.11

5 M 83 2.14+0.03 2.59+0.02 2.51+0.03 2.57+0.11
t-test 2.03 1.97 2.05 -
F-test 1.66 1.85 1.96 -

Proba de tesut tumoral gastri
1 M 60 0.48+0.02 0.49+0.03 0.50+0.03 0.50+0.12
2 M 69 0.27+0.03 0.25+0.04 0.26+0.03 0.27+0.12
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3 F 65 0.15+0.01 0.16+0.03 0.16+0.02 0.17+0.13
4 M 69 0.14+0.01 0.15+0.02 0.15+0.03 0.15+0.13
5 M 73 0.26+0.03 0.25+0.02 0.23+0.01 0.24+0.12
t-test 2.12 2.35 2.05 -
F-test 1.40 1.57 1.23 -
Saliva
1 M 60 0.45+0.03 0.46+0.03 0.47+0.02 0.47+0.12
2 M 69 0.28+0.03 0.29+0.04 0.26+0.03 0.27+0.14
3 F 65 0.68+0.03 0.69+0.02 0.65+0.03 0.70+0.14
4 M 69 0.34+0.02 0.31+0.03 0.31+0.04 0.32+0.12
5 M 73 0.40+0.04 0.41+0.03 0.41+0.02 0.40+0.11
t-test 2.19 2.22 2.27 -
F-test 1.23 1.48 1.17 -
Urina
1 M 60 6.74+0.02 6.78+0.03 6.28+0.03 6.80+0.13
2 M 9 2.71+0.03 2.52+0.03 2.39+0.04 2.40+0.11
3 F 5 7.30+0.03 7.44+0.04 7.46+0.04 7.45+0.11
4 M 9 2.34+0.01 2.35+0.03 2.30+0.04 2.30+0.12
5 M 3 7.55+0.03 7.82+0.02 7.07+0.01 7.83+0.11
t-test 2.21 2.94 3.10 -
F-test 1.45 1.19 2.04 -

A fost efectuat un test t student Tmperecheat la un nivel de incredere de 99,00% (valoare t
teoretica tabulata: 4,032). Valorile t calculate pentru fiecare dintre senzori si pentru fiecare tip de

proba au fost mai mici de 4,032; acest rezultat a dovedit cd nu exista o diferenta semnificativa din
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punct de vedere statistic intre rezultatele obtinute cu ajutorul senzorilor stocastici propusi (tabelul
6.7) si ca senzorii stocastici de unica folosinta pot fi utilizati Tn mod fiabil pentru recunoasterea
moleculara si cuantificarea maspinului in probele biologice selectate. S-a efectuat, de asemenea,
un test F pentru fiecare test de screening atunci cand senzorii propusi au fost utilizati ca instrumente
de screening. Deoarece valorile F calculate (tabelul 3) sunt mai mici decat valoareca F tabelata
(6,39, la un nivel de incredere de 95 %), se concluzioneaza ca nu existd o diferentd semnificativa
in ceea ce priveste precizia metodei de screening propuse utilizand senzorii stocastici 2D si ELISA
(abaterile standard provin doar din erori aleatorii si nu depind de esantion).

In plus, validarea a fost efectuati prin metoda de adiugare standard, care a implicat
adaugarea unor cantititi bine cunoscute de maspin in fiecare tip de proba biologica: sange integral,

proba de tesut, urind si saliva. Testele de recuperare a cantitatilor cunoscute sunt prezentate in

Tabelul 6.8.

Tabel 6.8 Teste de recuperare a maspinului in probe biologice cu ajutorul senzorilor
stocastici de unica folosinta (N=10).

Senzor stocastic de
unica folosinta bazat pe Ay » .
chitosan si Gf\IPs- AgNII)Ds Hartie Mitase Plastic
imobilizate pe
Tipul probei Maspin, Regasire, %
Sange integral 97.45+0.05 99.47+0.03 98.98+0.03
Tesut tumoral gastric 96.82+0.03 99.98+0.02 97.99+0.04
Saliva 98.03+0.03 99.00+0.04 98.85+0.02
Urina 98.13+0.03 99.21+0.03 99.07+0.03

S-au obtinut valori de recuperare foarte ridicate pentru maspin atunci cand a fost determinat
din cele patru tipuri de probe biologice. Aceste valori au demonstrat, de asemenea, cd senzorii
stocastici de unica folosinta propusi pot fi utilizati pentru o recunoastere si o cuantificare fiabild a

maspinului Tn probele biologice.
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Capitolul 7: Determinarea p53 din probe de sange
Integral folosind un senzor electrochimic bazat pe
grafenul decorat cu N si S

7.1 Introducere
Cancerul este o boala cu mortalitate ridicata in societatea moderna si este cauza unei rate

ridicate a tuturor deceselor la nivel global [203]. Monitorizarea biomarkerilor de cancer in stadii
incipiente este deosebit de importanta pentru furnizarea de informatii vitale de diagnosticare si de
terapie eficienta si care sd economiseasca timp.

Proteina p53 este un supresor tumoral bine cunoscut care joaca un rol vital in repararea ADN-
ului, apoptoza si proliferarea celulard [204]. Exista studii In care s-a demonstrat ca, in cazul
soarecilor, soarecii complet dezvoltati carora le lipseste proteina p53 suferd de diferite tipuri de
cancer; in cazul oamenilor, mai mult de 50% din toate cancerele dezvolta in timp un anumit tip de
mutatii [205,206]. In consecintd, detectarea precisa a biomarkerului cancerului proteina p53 este
foarte importanta pentru diagnosticarea precoce si terapia eficienta a cancerului. Datorita faptului
ca, in mai mult de jumatate din cazurile de cancer, proteina p53 suferd mutatii, s-a constatat ca in
serurile umane nivelul proteinei este chiar scazut in comparatie cu nivelurile normale [206], fiind
foarte de dorit dezvoltarea unei tehnici analitice sensibile, fiabile si selective pentru detectarea
nivelului de p53.

Pand in prezent, au fost dezvoltate diferite tehnici pentru determinarea biomarkerilor
proteici, pentru detectarea p53 pana in prezent, cele mai bune performante au fost obtinute folosind
rezonanta plasmonului de suprafatd (SPR) [207], tranzistori cu efect de camp [208], tehnici de
sondare a ADN-ului [209], inclusiv testele imunoenzimatice (ELISA) [210],
electrochimiluminiscenta (ECL) [211]. Dintre acestea, tehnicile electrochimice au primit o atentie
larga datorita procedurii lor simple, selectivitatii ridicate si economiei de timp [212-219].

In aceasta lucrare am propus un senzor electrochimic pe baza de grafeni decorati cu N si S,
modificata cu solutie de clorura de mangan (III) 2,3,7,8,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfirina

pentru determinarea p53 in probe de sange integral.

7.2.3 Designul Senzorului Electrochimic
Pasta utilizatd ca parte activd a senzorului electrochimic a fost obtinutd prin amestecarea

fizica a 100 pL de solutie de clorura de 2,3,7,8,8,12,13,17,18-0ctaetil-21H,23H-porfirind mangan
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(11) (10-3 mol L-1) cu 100mg de pasta (obtinuta prin amestecarea grafenului decorat cu N si S cu
ulei de parafind). Pasta modificata a fost plasata intr-un tub de polimer neconductor cu un diametru
intern de 150pum. Contactul electric a fost realizat cu ajutorul unui fir de argint. Intre masuratori,
senzorul a fost spalat cu apa deionizata si uscat. Atunci cand nu a fost utilizat, senzorul a fost

pastrat intr-un loc uscat la temperatura camerei.

7.2.4 Procedura recomandata

DPV a fost utilizat pentru masuratorile fiecarei solutii standard de concentratie cunoscuta
(1.0 x 10® pg mL* — 5.00pg/mL). Parametrii de lucru au fost urmitorii: rata de scanare a fost de
90 mVs?, intervalul de potential -1 — 0.750 V si amplitudinea de modulare 50 mV. Ecuatia de
calibrare (I=f (Conc.p53)) a fost obtinutd prin metoda de regresie liniara si a fost utilizata pentru
calculele concentratiilor necunoscute de p53 in probele de sdnge integral. Graficul de calibrare

este prezentat in Figura 7.1.

7.2.5 Probe biologice
Probele de sange integral au fost obtinute de la Spitalul Clinic Judetean de Urgenta Targu

Mures (aprobarea comitetului de etica nr. 75/2015) de la 5 pacienti diferiti diagnosticati cu cancer

gastric. Aceste probe au fost utilizate pentru testarea directd a p53 fara niciun fel de pretratament.

7.2.6 Studii de selectivitate
Studiul selectivitatii senzorului electrochimic a fost realizat fatd de: CEA, acid L- si D-

aspartic si L- s1 D-glutamina. Metoda solutiei mixte a fost utilizata pentru a determina daca exista
interferente. La prepararea solutiilor mixte s-a luat in considerare un raport de 1:10 (mol/mol; p53:

interferent).

7.3 Rezultate si discutii

7.3.1 Raspunsul caracteristic al senzorului electrochimic propus

Tehnica DPV (Differential pulse voltammetry) a fost utilizatd pentru a determina

caracteristicile de raspuns ale senzorului electrochimic propus, atunci cand este utilizat pentru
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testarea p53. Potentialul de jumatate de unda a fost inregistrat la -351 mV. Ecuatia de calibrare a

fost:

| =5.79x107 + 2.89x108XCps3,

unde I este iniltimea varfului in A, iar Cpss este concentratia in pg mL™. Coeficientul de
corelatie, r, este de 0.9532. Sensibilitatea senzorului electrochimic este de 2.89x10®¥A/ug mL™,
Intervalul liniar de concentratie a fost cuprins intre 8ng mL™ si 5 ug mL™. Limita de detectie a fost
determinati ca fiind de 0.1ng mL™.
Senzorul propus a acoperit intervalul in care p53 poate fi gasit la persoanele sandtoase, precum si

la pacientii care prezinta stadii 1-3 de cancer gastric.

8.0E-07
7.0E-07 -
6.0E-07
5.0E-07 -

4.0E-07 -

1A)

3.0E-07 -
2.0E-07 -

1.08-07 -

0.0E+00 -
0.00E+00 1.00E+00 2.00E+00 3.00E+00 4.00E+00 5.00E+00 6.00E+00

CONC (mol/L)

Figura 7.1. Graficul de calibrare obtinut pentru p53 cu ajutorul senzorului pe baza de pasta de

grafen modificata.
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7.3.2 Selectivitatea senzorului electrochimic

Pentru evaluarea selectivitatii senzorului electrochimic propus s-a utilizat metoda solutiei
mixte, asa cum a fost descrisa mai sus. Valorile obtinute pentru coeficientii de selectivitate

amperometrica sunt prezentate in Tabelul 7.1.

Tabel 7.1 Coeficientii de selectivitate obtinuti pentru senzorul electrochimic.

Interferent Coeficient de selectivitate
amperometrica
L- acid aspartic 4.00x1073
D- acid aspartic 4.07x10*
L-glutamina 4.17x10*
D-glutamina 4.68x10*
CEA 1.99x10°

Coeficientii de selectivitate amperometrica au fost determinati cu ajutorul urmatoarei ecuatii:

Al j(amp) = (% - 1) *Z—;
unde Ki, j (amp) este coeficientul de selectivitate amperometrica, Alt= Alt- Alb, unde Alt este
intensitatea totald a curentului, AIb este intensitatea curentului inregistrat pentru solutia alba,
Ali= Ali-Alb, unde Ali este intensitatea curentului Inregistrat pentru ionul principal, ci si ¢j sunt
concentratiile ionului principal si ale 1onilor interferenti.

Valorile obtinute pentru coeficientii de selectivitate amperometrica au aratat ca acidul L-

aspartic interfereaza usor in determinarea p53, in timp ce acidul D-aspartic, L-glutamina, D-

glutamina si CEA nu au interferat in testul p53.

7.4 Determinarea p53 Tn probele de sange integral

Cinci probe de sange integral au fost analizate cu ajutorul senzorului electrochimic propus.
Nu s-a efectuat nicio pretratare inainte de masuratori. DPV a fost utilizat pentru a analiza p53 in
probele de sange. Celula a fost umplutd cu sange integral si s-a masurat indltimea varfului.

Rezultatele masurdtorilor de voltametrie cu impulsuri diferentiale sunt prezentate in Tabelul 7.2.
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In Figura 7.2 este ilustrat un exemplu de voltammograma obtinutd in urma masuratorilor

efectuate utilizand modul DPV pentru determinarea p53 in proba de sange integral.

600x10°° 4
500x10°° 1
400x107°

300x10°° 1

1 (A)

200x10°° 1

100x10° 1

0

-100x10°° y y y y y y y y r )
-12 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08

E(V)

Figura 7.2. Exemplu de voltammograma obtinuta pentru determinarea p53 in proba de sange

integral.

Tabel 7.2 Determinarea p53 in probele de sange integral utilizand senzorul electrochimic
si ELISA.

ng mL1, p53
Proba Nr.
ELISA Senzor electrochimic *
1 39.87 40.00+0.09
2 30.95 31.00£0.12
3 36.15 36.10+0.13
4 23.07 23.00+0.10
5 32.30 32.21+0.12
*N=10

Rezultatele au aratat o corelatie foarte buna intre rezultatele obtinute cu ajutorul ELISA (o
metoda standard utilizata in laboratoarele clinice) si rezultatele obtinute cu ajutorul senzorilor

electrochimici Tn modul DPV.
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7.5 Concluzii

Senzorul electrochimic propus a prezentat rezultate foarte bune pentru testul de recuperare,
ceea ce il face un instrument fiabil pentru masurarea p53 in probele de sange integral. Senzorul a
fost foarte sensibil si a prezentat o selectivitate excelentd pentru detectarea p53 din probele de
sange.

Avantajele metodei propuse in comparatie cu tehnici precum ELISA sunt: este o metoda
simpld si usoarda, cu costuri reduse, timp de analiza scurt si limitd de cuantificare scazuta,

contribuind la diagnosticarea intr-un stadiu foarte timpuriu a cancerului gastric.
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Concluzii si activitati viitoare

Au fost conceputi, caracterizati si utilizati diferiti senzori si microsenzori stocastici 2D si 3D
pentru recunoasterea moleculara a aminoacizilor (acid aspartic, arginina, glutamind), a maspinului
siap53.

Enantioanaliza acidului aspartic este esentiala pentru diagnosticarea rapida si timpurie a unor
boli, cum ar fi cancerul gastric. Prin urmare, au fost propusi doi senzori stocastici 3D pe baza de
grafend dopata cu sulf'si protoporfirina IX ca noi instrumente pentru testul de screening al sdngelui
integral. Sensibilitatea, selectivitatea si enantioselectivitatea ridicate au facut din ei buni candidati
ca noi instrumente pentru testele de depistare a acidului L- si D-aspartic in sangele integral.
Senzorii propusi au avut ca caracteristici aplicatii in analiza clinicd pentru recunoasterea si
cuantificarea rapidd a enantiomerilor acidului aspartic, in vederea diagnosticarii corecte si rapide
a acestor enantiomeri, cum ar fi cancerul gastric.

Doi senzori stocastici cu ac 3D enantioselectivi pe baza de grafena decorata cu atomi de N
si S au fost proiectati, caracterizati, validati si utilizati pentru enantioanaliza argininei in probe
biologice (sange integral si probe de tesut tumoral gastric) colectate de la pacienti confirmati cu
cancer gastric si de la voluntari sanatosi. Rezultatele aratd ca prezenta D-argininei poate indica
intr-un stadiu incipient prezenta cancerului gastric si, de asemenea, poate face diferenta intre
cancerul gastric si ulcerul gastric. Caracteristica principala a senzorilor stocastici propusi este
utilizarea lor pentru diagnosticarea precoce a cancerului gastric.

A fost propus un senzor stocastic 2D enantioselectiv de unica folosintd pentru enantioanaliza
glutaminei 1n sangele integral si In esantioanele de tesut tumoral gastric. Sensibilitatea ridicata a
senzorului, precum si intervalul larg de concentratie de lucru au facut posibild analiza probelor
provenite de la pacienti confirmati cu cancer gastric, dar si de la voluntari sdnatosi. Caracteristica
principala este utilizarea sa pentru teste de screening rapide pentru depistarea precoce a cancerului
gastric, bazate pe identificarea D-glutaminei, cuantificarea L-, si D-glutaminei, precum si
determinarea excesului enantiomeric, mai ales cd senzorii au fost conectati la un dispozitiv mobil
capabil sa Inregistreze si sa citeasca diagramele.

Au fost conceputi, caracterizati si validati doi microsenzori stocastici pe bazd de grafena

codopatd cu N si S si modificatd cu a-ciclodextrind si maltodextrind, pentru recunoasterea
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modelelor si cuantificarea maspinului in sangele integral, tesutul tumorii gastrice, saliva si urina.
Rezultatele obtinute au demonstrat ca cei doi microsenzori stocastici sunt instrumente puternice
pentru testele de depistare rapida a maspinului in sngele integral, tesutul tumoral, saliva si urina,
n vederea stabilirii unui diagnostic rapid al cancerului gastric.

Senzorii stocastici de unica folosintd au fost conceputi prin depunerea unui nanocompozit
de grafena (nanograf - nanogold) pe matase, plastic si hartie, pentru recunoasterea moleculara si
cuantificarea maspinelor in probe biologice. Principalele avantaje ale acestor senzori sunt: costul
redus, nu a fost necesara pregatirea probelor, sensibilitatea si fiabilitatea ridicatd a masuratorilor
si lipsa contaminarii incrucisate, deoarece sunt utilizati o singurd data pentru masuratori.

Senzorul electrochimic propus a prezentat rezultate foarte bune pentru testul de recuperare,
ceea ce il face un instrument fiabil pentru masurarea p53 in probele de sange integral. Senzorul a
fost foarte sensibil si a prezentat o selectivitate excelentd pentru detectarea p53 din probele de
sange. Avantajele metodei propuse In comparatie cu tehnici precum ELISA sunt: este o metoda
simpld si usoard, cu costuri reduse, timp de analiza scurt si limitd de cuantificare scizuta,

contribuind la diagnosticarea intr-un stadiu foarte timpuriu a cancerului gastric.

Activitati viitoare

Caracteristicile senzorilor stocastici propusi si ale metodei de screening sunt utilizarea lor in
laboratoarele clinice pentru analiza probelor de sange integral, urind si salivd, precum si in
laboratoarele de anatomopatologie pentru analiza tesuturilor tumorale, ca alternativd la analiza
colorimetrica semicantitativa, fiind un tip de instrumente si analize extrem de fiabile si rentabile.
Metoda va ajuta la diagnosticarea rapida a cancerului gastric.

Prin urmare, se va realiza o etapa urmatoare in validarea lor - n principal, ducerea lor in

clinici si spitale, unde pot fi utilizate pentru teste de screening.
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