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Obiectivele tezei de doctorat

Aceastd tezd arbordeaza metode inovative pentru diagnosticarea cancerului,
analizand metode electrochimice bazéndu-se pe senzori stocastici, pentru identificarea si
analiza calitatilor biomarkerilor specifici tipului de cancer mamar. Avantajele senzorilor
stocastici au fost numeroase, avand o sensibilitate si selectivitate mare, o buna corelatie intre
rezultatele obtinute, acoperand cit mai multe domenii de concentratii liniare cu limite de

detectie, avand un rezultat de o buna calitate a probei examinate.
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INTRODUCERE

Cancerul mamar are o incidenta crescuta in randul sexului feminin si masculin. Una din
noud femei dezvolti o tumord mamari in cursul vietii. In cancerul mamar, vindecarea este
posibila cand diagnosticarea este precoce, in faza incipientd. Prioritizarea si precocitatea
diagnosticului este cheia succesului 1n tratarea si tratamentul cancerului mamar.

Metodele inovative de diagnosticare a cancerului mamar au devenit foarte importante
pentru diagnosticare precoce si rapida a tumorilor. Screening-ul pacientilor utilizand teste
si a limitei de determinare care este de multe ori mai mare decéat concentratiile markerilor
tumorali intr-un stadiu 0 sau 1 al cancerului; de asemenea, astfel de metode sunt setate pentru
anumiti biomarkeri. Mamografiile pot oferi informatii, dar nu in stadiul incipient.

Testarea genetica poate fi indicata dacd individul a avut un istoric familial (o mostenire
a genelor sau o transmitere a unor gene mutante), sugerand o cauza genetica de tumora specifica
unui anumit organ sau tesut.

O secventiere ADN a tumorii este realizatd uneori, pentru a stabili dacd celulele
canceroase prezente la persoanele care au primit deja un diagnostic de tumora, pot suferi
modificari genetice. Secventierea ADN-ului este o metoda care permite determinarea secventei
nucleopeptidice a unei molecule de ADN, ea permitand stabilirea structurii genei precum si
determinarea tipului de mutatie care a produs o boala genetica. Secventierea ADN-ului poate
fi folositd pentru determinarea secventelor ADN individuale ale genelor, grupurilor de gene,
cromozomii intregi sau chiar genomuri. Secventierea determind ordinea nucleotidelor prezente
in moleculele de ADN si ARN izolat de la animale, plante, bacterii sau orice altd forma de
viata. Rezultatele testelor genetice pot indica: CHEK?2 (specific cancerelor mamare, si cancer
colorectal) st BRCA1/2 (specific cancerelor mamare, ovariane, de prostata, pancreatic, cat si
melanom).

Unele modificari genetice pot conduce cdtre un raspuns neasteptat sau exagerat la
medicatia prescrisd, iar recunoasterea variantelor conduce catre abordarea unui tratament
personalizat de la individ la individ. Date fiind aceste riscuri, este nevoie de noi instrumente si
teste de screening capabile sd apropie cat mai mult testul de screening de diagnostic intr-un
stadiu precoce al cancerului mamar prin: gasirea unor biomarkeri specifici cancerului mamar

(de exemplu: aminoacizii), prin determinarea simultana a 3-8 biomarkeri.
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De aceea, in aceastd teza am propus o noua clasa de senzori — senzori stocastici, pentru
identificarea si analiza calitatilor biomarkerilor specifici cancerului mamar. D-serind si D-
leucina au fost identificate numai in probele de sange provenite de la pacientii diagnosticati cu
cancer mamar, fiind un indiciu ca ei pot fi utilizati ca biomarkeri specifici pentru acest tip de
cancer. De asemenea, senzorii stocastici construiti au putut fi utilizati la enantioanaliza serinei,
leucinei si la determinarea simultand a mai multor biomarkeri cum ar fi: antigenul
carcinoembrional (CEA), oncoproteinele Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER-
2), Human Epidermal Growth Factor Receptor 1 (HER-1), Heregulin-Alpha, 8-
hydroxyguanosine (80HdG), antigenul carbohidrat 15-3 (CA15-3).
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CAPITOLUL |

BIOMARKERI UTILIZATI IN DIAGNOSTICAREA
CANCERULUI MAMAR

1.1. Clasificarea biomarkerilor utilizati in diagnosticarea cancerului

mamar si efectele lor asupra individului

Biomarkerii sunt compusi cu diferite structuri si dimensiuni chimice [1,2]. In oncologie
existd o multitudine de aplicatii pentru biomarkeri precum: efectuarea diagnosticului
diferential, evaluarea riscului, stabilirea caracterului malign sau benign al unei formatiuni,
screeningul, raspunsul la tratament, monitorizarea progresiei si a recidivei, cat si determinarea
prognosticului [3,4]. Biomarkerii s-au dovedit pe parcursul timpului un “instrument” eficient,
indicand stadiul cancerului mamar, acesta fiind prezentat ca fiind un factor foarte important in
stabilirea viitorului prognostic. Tn utilizarea biomarkerilor, cel mai frecvent intalnim acizii
nucleici, carbohidratii, metabolitii mici, proteinele, citokineticele si celulele tumorale
circulante, acestia controland procesele fiziologice si farmacologice [5].

In fiecare zi, influentele interne si externe, cum ar fi reactiile inflamatorii, procesele
metabolice, toxinele din mediul inconjurator, cat si radiatiile, provoaca mii de daune aleatorii
la nivelul materialului genetic (ADN-ul), al fiecarei celule din corpul uman. Atunci cand celula
nu poate fi “reparata”, daunele aflate la nivelul ADN-ului, mutatiile si dezvoltarea cancerului
ar putea fi consecinta diagnosticului precoce.

Pentru diagnosticarea si planificarea unui biomarker ideal ar trebui sa urmarim cateva
tesut, sange, urind, sputd, materii fecale) [6,7]. Realizarea dozarii biomarkerilor trebuie facuta
tintit, colectand date in anamneza clinicd, paraclinicd si urmarind ghidurile existe in prezent
[8-12].

In mod normal o celuli risca sa se transforme intr-0 celuld canceroasd, atunci cand
celula proteica supresoare tumorald p53 va fi activatad. Proteina p53 are un scop de a utiliza
diverse metode printer In care regasim cromatografia de lichide de Tnaltd performanta (HPLC),

testul de tip ELISA.
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Pe scara larga, pana in prezent, au fost investigate diferite metode pentru determinarea
antigenului carbohidrat CA15-3, cea mai des utilizata fiind ELISA.

Oncogena HER-2 situatd pe cromozomul 17 codificd sinteza unei proteine
transmembranare, facand parte din familia receptorilor tirozin-kinazici. Receptorii prezinta
structuri omogene si functionale cu receptori pentru factorul de crestere epidermal. HER-1 si
HER-2/neu sunt frecvent asociati cu tumora mamara. Factorii de crestere care se leaga de
receptorul HER-2 stimuleaza cresterea si diviziunea celulara.

CA15-3 este o glicoproteina transmembranara a carei sinteza este codificatd de gena
MUCI[35]. Utilizarea determinarii acestui marker principal este monitorizarea tratamentului
si a evolutiei bolii Tn tumora mamard, precum: depistarea precoce a recurentei tumorale la
pacientii tratati anterior pentru carcinoma mamara stadiul II si III, fard semne clinice de
activitate a bolii; nivelul crescut al concentratiei CA15-3 la un pacient diagnosticat cu tumora
mamara indicd 0 mare probabilitate a metastazelor; scaderea nivelului seric de CA15-3 este un
indicator de raspuns terapeutic in timp ce persista nivelul crescut care se asociaza progresiv
bolii si cu un raspuns inadecvat la terapie. Atunci cand se determina combinarea de CA 15-3
si CEA poate creste sensibilitatea detectiei recurentei tumorale.

Antigenul carcinoembrionar (CEA) este unul dintre antigenele oncofetale produse in
timpul vietii cat si a dezvoltarii fetale, dupa nastere productia fiind suprimata si ajungand la o
valoare foarte scizuti la varsta adultd (la individual fumator sub 5 ng mL™?, la nefumatori sub

3 ng mLY) [46].

1.1.1. Biomarkeri moleculari pentru precizarea diagnosticului, terapiei i

prognosticul mamar

Tn diagnosticarea tumorii, biomarkerii nu prezinti utilitatea deosebita pentru detectarea
precoce a cancerului mamar, dar ajutd In determinarea, monitorizarea tratamentului,
prognosticul si urmarirea post-terapeutica [64-65]. Determinarea nivelului de receptori pentru
hormonul numit progesteron, cat si pentru estrogen este utilizata pentru diagnosticarea precoce
a pacientelor cu cancer mamar invaziv, pentru stabilirea eligibilitatii tratamentului hormonal.
HER-2 este obligatorie pentru aprecierea eficacitatii terapiei anti-HER-2 (transtuzumab,

pertuzumab, ado-transtuzumab emtansin sau lapatinib) [66,67].

11



Metode inovative pentru diagnosticarea cancerului mamar
1.1.2. Biomarkeri imunohistochimici

Biomarkerii moleculari utilizati in prognosticul terapeutic in cancerul mamar sunt
reprezentati prin evidentierea receptorilor hormonali. Prin utilizarea Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2 (HER-2), antigenul carcinoembrionic (CEA), antigenul carbohidrat (CA15-
3), cat si genele BRCAT1 si BRCAZ2 si a altor biomarkeri cu totii au capacitatea de a influenta
pozitiv conduita terapeutica [71-72].

O testare diferitd a testelor genetice, denumita secventiere ADN a tumorii, este realizata
uneori, pentru a stabili daca celulele canceroase prezente la persoanele care au primit deja un
diagnostic de tumora, au suferit modificari genetice care pot constitui un indiciu in tratament
prin reducerea riscurilor [75].

Secventierea Sanger este o metodd de secventiere ADN bazatd pe Incorporarea selectiva
a di-deoxinucleotidelor de catre enzima ADN polimeraza in timpul replicarii ADN in vitro.
Metoda de secventierea a ADN-ului permite determinarea secventierii nucleptidice a unei
molecule de ADN. Ea permite stabilirea structurii genei, precum si determinarea tipului de

mutatie care a produs o boald genetica.
1.1.3. Biomarkeri implicati in diagnosticare si terapie

In implicarea biomarkerilor s-au detectat molecule considerate si validate cu
specificititi in diagnosticarea cancerelor mamare pozitive, cat si predispozitia genetica de a
dezvolta cancer cu aceastd localizare sau iraderea catre organe in vecinatate.

Screening-ul markerilor tumorali nu sunt suficient de sensibili sau suficient de specifici.
Diagnosticarea precisa la o persoana simptomaticd cu cancer a fost detectata prin diferentierea
de alte conditii cu simptome similare. Surplusul de informatii aduse de valorile markerilor
trebuie utilizata cu prudenta pentru ca sunt situatii care pot scadea sau creste nivelul markerului
independent de evolutia sau involutia tumorii. Pentru recurentele bolii, intalnim si utilizdm

markeri tumorali, aldturi de monitorizarea raspunsului la tratament pentru detectia recidivelor.

1.2. Metode clasice standard de determinare a biomarkerilor cancerului
mamar

Cele 4 mari componente in tratamentul cancerului mamar ramane chirurgia fiind o

metoda curativa, in timp ce hormonoterapia, radioterapia precum si chimioterapia

12
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perioperatorie si adjuvantd, care pot imbunatati impactul cancerului mamar rezecabil prin
intermediul disectiei extinse a ganglionilor limfatici.

Studiile randomizate nu au demonstrate ca utilizarea terapiei cu doze inalte cu suport
de celule stem hematopoietice imbunatateste supravietuirea [87-88]. Aproximativ 16 luni cu
tratament conventional este supravietuirea medie: inhibitori de aromataza pentru tumorile cu
receptori estrogenici pozitivi si chimioterapie combinate pentru tumorile cu receptori

estrogenici pozitivi si chimioterapie pentru tumorile cu receptori negative [89].

26% Plamani si bronhii

Sex feminin 15% Sén
271,520 9% Colon si rect
7% Pancreas
6% Ovar

4% Limfon non-Hondgkin

3% Leucemie

3% Corpul uterin

2% Ficat si intrahepatic canalul
2% Creier/ Sistem nervos

23% Toate celelate sisteme

Figura 1.2. Incidenta cancerului glandei mamare la sexul feminin in comparatie cu

incidenta altor tipuri tumorale?.
1.2.1. Indicatori Tn diagnosticarea precoce a markerilor tumorali

Fibroadenom mamar este o tumord benigna dezvoltata pe seama proliferarii tesutului
conjunctiv, care devine fibros. Aceasta tumora poate fi intalnita in special la femeile tinere
sub 30 de ani, dar se poate manifesta mai rar si la femeile aflate in timpul menopauzei.

In consecinti, markerii tumorali singuri, nu reprezinti un criteriu de diagnostic pentru

un anumit tip de cancer dar, pentru anumite tipuri de cancer ei oferd informatii suplimentare

pentru un scop prognostic cat mai timpuriu si precis [100].

2 http://www.esciencecentral.org/ebooks/cancer-treatment-strategies/cancer-targeting-strategies-revisited.php
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1.2.2. Standardizarea biomarkerilor tumorali pentru cancerul mamar

Markerii tumorali au fost considerati in mod obisnuit proteine sau alte substante
produse atat de celulele normale cét si cele cancerioase, insa sunt produsi in cantitati mai mari
de celulele canceroase [101]. Acestia sunt prezenti in urina, sdnge, materii fecale, tumori
specific sau alte tesuturi sau lichide corporale provenind de la indivizi care sunt suferind de o
tumora. Markerii genomici precum mutatii ale genelor tumorale, modificari non-genetice n
ADN-ul tumorilor si tipare ale expresiei genelor tumorale.

Stadializarea tumorii mamare include: descrierea tumorii primare, marime si localizare
(ductald/lobulara), multicentricitate sau multifocalitate, detalierea si investigarea tipului de
invazie ganglionara (cati ganglioni sunt invadati si cati au fost investigati, tipul invaziei
tumorale cu sau fara afectarea capsulei ganglionare), descrierea prezentei invaziei a vaselor
sanguine si a vaselor limfatice.

Evaluarea include o anamnezd completd, insistind pe aspectele legate de tumora
primara, evolutia acesteia si statusul menopauzal.

Examenul clinic complet, aprecierea statusului de performanta, evaluarea hematologica
si biochimica (hemoleucograma completa, fosfataza alcalind, teste functionale hepatice si
renale) sunt obligatorii. Existd doua modalitati de stadializare: prima este stadializarea clinica,
care se bazeaza pe rezultatul examinarii clinice si pe informatiile obtinute in urma
investigatiilor imagistice, iar a doua stadializarea este cea patologica care se bazeaza pe
informatiile obtinute in urma interventiei chirurgicale si a examinarii patologice a piesei

operatorii (tumora si limfoganglioni) [107,108].
1.2.3. Incidenta si epidemiologia cancerului mamar

Cancerul mamar este o proliferare maligna la nivelul celulelor epiteliale care determina
ductele galactofore sau lobulii sénului. Frecventa cancerului mamar este cea mai frecventa
afectiune Intalnitad la sexului feminin. Aceasta afectiune se va caracteriza printr-o evolutie cu
variabilitate extrem de mare de la o pacienta la alta.

Evolutia locald poate dura cativa ani, tumora putand avea diametrul de mai putin de 1
cm, iar acest interval este foarte pretios diagnosticarea timpurie, deoarece diagnosticul tumorii

in perioada incipienta, acorda sanse maxime de vindecare [112].
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1.2.4. Secventierea in timp real a unei singure molecule

Secventierea este folositda in biologia moleculard pentru a studia genomurile si
proteinele codate de acestea. Informatiile obtinute in urma secventierii ajutd cercetatorii sa
descopere schimbari in gene, asocieri cu boli sau fenotipuri si sa identifice tinte pentru noi
medicamente.

ADN-ul reprezintd o molecula care ofera informatii referitoare la mostenirea genetica.
De aceea, secventierea ADN este folosita in biologia evolutiva pentru a studia inrudirea
diferitelor organisme si felul in care au evoluat acestea.

Secventierea unei singure molecule foloseste tehnologia zero-mode waveguide (ZMW)
[117]. ADN-ul polimeraza are o singura enzime care se fixeaza la baza zero-mode waveguide,
avand o singura molecula ca sablon. ZMW este o structura care permite observarea unei singure
nucleotide Tncorporate la un moment dat in enzima de ADN polimeraza. Fiecare dintre cele
patru baze este atasata unei vosele fluorescente.

In spatele secventierii nanopore in teorie sti urmatoarele: un curent electric ce poate fi
observat atunci cand nanoporul este scufundat intr-un lichid si 1i este aplicat un potential
electronic, datoritd deplasarii ionilor prin nanopor. Cantitatea de curent este influentatd de
marimea $i forma nanoporului. Cand nucleotidele trec prin nanopor are loc o schimbare a
magnitudinii curenteului care trece prin acel nanopor.

Secventierea de noua generatie se referd la secventierea genomurilor, re-secventiere a
acestora, secventierea transcripturilor (RNA-Seq), interactiunea ADN-proteinei (secventierea
ChIP), si caracterizarea epigenomurilor [126]. Re-secventierea este necesard pentru ca

genomul unui singur individ nu este reprezentativ pentru intreaga specie.

1.2.5. Factorii de risc care duc la aparitia tumorald

Factorii de risc se pot impartii in factori personali (endogeni), factori genetici si factori
dependenti de mediu si stilul de viatd (exogeni). Diagnosticul cancerului mamar este confirmat

numai prin biopsia nodulului detectat la palpare sau evidentiat mamografic [131-133].

Nivelul ridicat de risc al factorilor sunt: antecedentele de cancer mamar, predispozitia
genetica (genele BRCA1 si BRCA2 sunt gene autosomal dominante si sunt implicate in
majoritatea cazurilor de cancer familial), leziunile precursoare ale cancerului mamar [134-
136].
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1.2.6. Implicatii etiopatologice, clinic-evolutionale si terapeutice in screening-ul

cancerului mamar

Dieta sandtoasd poate ajutd la prevenirea acestei obezitati, iar in acest sens
recomandarile sunt: o alimentatie limitata in aportul de grasimi, cresterea consumului de fructe,
legume, cereale, minimalizarea consumului de zahar si cel de sare, iar cel mai important lucru
efectuarea de exercitil fizice zilnice timp de 30 minute pe zi putand reduce riscul de afectiuni

precum cancerul de colon, cancerul de san, diabet si boli cardiovasculare [165].

1.3. Markeri tumorali in diagnosticarea cancerului mamar

In diagnosticarea si prognosticul cancerului mamar, au fost utilizati o varietate de
biomarkeri serici care reprezintd determinarea antigenice cum ar fi: CEA, CA15-3, Ki67
Antigen [179]. Nivelele de proteina ale acestor antigene in ser reprezinta caracteristici care

indica riscul de dezvoltare a tumori [180,181].

1.3.1. Rolul cancerului mamar n proteina supresoare tumorale p53

Proteina supresoare tumorald p53 este cea mai frecventa gena mutantd in cancerul
uman. Mutatiile localizate In cromozomul p17 sunt cele mai frecvente modificari, incd si In
malignitati umane.

In celulele canceroase care au un p53 mutant, aceasti proteini nu poate controla o
perioadd mai lungd de timp proliferarea celulara, ceea ce duce la repararea ineficienta a ADN-

ului si la aparitia celulelor instabile genetic [185].

1.3.2. Progresul si influenta antigenului carbohidrat (CAI15-3) n stabilirea

diagnosticului cancerului mamar

Antigen carbohidrat este un test imunosorbent legat de enzima (ELISA) in faza solida
bazat pe principiul sandwich pentru detectarea, verificarea recidivei si diagnosticarea
makerului tumoral. CA15-3 este o proteina produsa de o varietate de celule, in special celulele

canceroase de san.
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CAPITOLUL Il

SENZORII STOCASTICI UTILIZATI IN ANALIZA
BIOMEDICALA

2.1. Senzorul, elementul principal in analizad umana

In abordarea senzorilor stocastici am descoperit ci au numeroase avantaje in plus fata
de senzori clasici electrochimici, deoarece acestia sunt sensibili si selectivi, avand de
determinat o capacitatea simultana pentru compusi de interes, analiza efectuandu-se in cantitati
foarte mici de probe analizate, acordand o acoperire mare a domeniilor largi de concentratii

liniare cu limite foarte mici de detectie a analizei fiabile a calitati probei.

2.1.1. Senzorii inteligenti si sistemele mecatronice in biologia celulard

Senzorii electrochimici cei mai utilizati in analiza biomedicald sunt senzorii
amperometrici, senzorii stocastici si senzorii multimod [210]. Acestia se bazeaza pe principiul
observational si al modificarilor de curent sau de potential, datorate interactiunilor care apar la
interfata senzorului cu proba de analiza. Tehnicile care folosesc acesti senzori sunt in general
clasificate in functie de parametrul observant: curentul (amperometrice), potential

(potentiometrice) sau impedanta (impedimetrice) [211].

2.1.2. Aplicatii si consideratii teoretice, in domeniul biomedical

Analiza stocastica se bazeaza pe observarea unui eveniment individual de legare dintre
o singura molecula si un receptor. Proteinele transmembranare cu pori proiectate reprezinta un
element promitator in design-ul senzorilor utilizati in analiza stocastica, care in simpla lor
manifestare produc un raspuns fluchant binar (on/off) in curentul electric transmembranar.

Frecventa cu care se produc fluctuatile, dezvaluie concentratia analitului, iar identitatea
sa poate fi dedusid din magnitudine sau din durata fluctuatiilor. In aparitia frecventei
evenimentului de legare a analitului creste odata cu cresterea concentratiei.

Detectia stocasticd este o tehnicd de detectare a unei singure molecule permitand
identificarea analitilor. Folosirea acestor nanoporii in designul senzorilor stocastici oferd o

perspectiva interesanta, despre depistarea si cuantificarea literantilor moleculare la nivelul unei
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singure molecule. Interactile individuale dintre moleculele analitului si situtile receptoare ale
canalului pot fi observate ca fiind modelatii de curent care trec prin canal. Detectia stocastica
este foarte sensibila, raspunsul oferit este rapid si reversibil (permitand analiza in timp real a
analitilor). In plus fatd de detectia cantitativa si identificarea analitului este posibila si detectia

concurenta a mai multor analiti. Senzorii stocastici au cea mai ridicata selectivitate [213].

2.2. Aparatura, detectie electrochimica si designul microsenzorilor

stocastici

In designul microsenzorilor stocastici, selectarea materialelor este esentiali pentru
obtinerea performantei dorite. Microsenzorii stocastici au la baza principiul de functionare a
canalor ionice existente Tn organismul uman [214]. Evolutia senzorilor este legata de cei doi
factori: evolutia stiintei materialelor si a ingineriei porilor sau a canalelor, cat si a tehnicilor de
analizd de suprafatd. Microsenzori stocastici au o membrand care are doud componente de
baza: matricea-materialului pe care se imobilizeaza substanta electrochimica activa si substanta
electrochimica activa care prezinta micro sau nanocanale. Printre moleculele care prezinta tipul
acesta de canal se numara ciclodextrinele, maltodextrinele, inulinele, antibioticele, eterii
coroana, moleculele biologice — care au n structura lor astfel de canale, dar si existenta
moleculelor care formeaza agregate moleculare si micro/nanocanale cum ar fi porfirinele si
ftalocianinele. Alta clasificare a substantelor ar fi dupa provenientd: biologica (exemplu
proteina, hemolisina) si de sinteza (exemplu, ciclodextrine, porfirine). Sinteza dirijata a porilor

cu o anumita dimensiune faciliteaza si un raspuns controlat al senzorului stocastic [217].

2.2.1. Detectia electrochimica utilizand senzori stocastici

Senzorii stocastici sunt instrumente noi de detectie, cat mai rapidd a markerilor tumorali
printr-o metoda electrochimica [218,219]. Ei sunt integrati in celule electrochimice alaturi de
un electrod de referinta (Ag/AgCl) si un fir de Pt (electrod auxiliar), pentru efectuarea

masuratorilor (Figura 2.1.).

Figura 2.1. Utilizarea senzorului stocastic pentru

screening-ul unei probe de sange.
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2.2.2. Designul senzorilor stocastici

Designul senzorilor este unul cat se poate de simplu si fara costuri mari, folosind de
cele mai multe ori materiale pe baza de carbon. O cantitate de pudrd sub forma de pulbere
(bazata pe grafit, diamant, nanographene, grafena, etc), se amesteca cu ulei pe parafina,
obtinand o pastd omogena. In aceastd pasti se adaugi o solutie de modificator (care prezinti
porii necesarii analizei stocastice). Pasta modificata se pune intr-un tub cu diametrul interior al
suprafetei active de 300 um. Un fir de argint este introdus 1n pasta si utilizat pentru conectarea
senzorului cu circuitul electric exterior (Figura 2.2). Intre masuritori, senzorii sunt clatiti cu

apa dionizata, pentru a nu se contamina probele Tntre ele [221].

Tub de plastic

Pasta modificata

Figura 2.2 - Constructia senzorului stocastic

2.2.3. Mecanismul senzorului stocastic

Raspunsul microsenzorilor stocastici se bazeaza pe conductivitatea canalului, cdnd un
potential constant este aplicat. Recunoasterea moleculard a analitului de interes are loc in doua
etape: initial in etapa unu, etapa de recunoastere moleculara, biomarkerul de interes este extras
din solutie in interfata membrana/solutie blocand canalul, intensitatea curentului ajungand la 0
pentru 0 anumita perioada de timp, numita semnatura analitului (toff), iar In etapa a doua cea de
legare, care se desfasoard cand biomarkerul interactioneaza cu peretele canalului.Raspunsul

acestor senzorilor stocastici nu este influentat de compozitia matricei.

Alte avantaje fata de metodele clasice de analiza sunt: domeniul de lucru mare — care
permite determinarea biomarkerilor in diferite stagii ale cancerului, limita foarte micd de

determinare a biomarkerilor din diferite probe biologice [229-233].
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CAPITOLUL I

D-SERINA SI D-LEUCINA - FACTORI CHEIE IN
DIAGNOSTICAREA CANCERULUI MAMAR.
ENANTIOANALIZA SERINEI SI LEUCINEI UTILIZAND
SENZORI STOCASTICI.

3.1. INTRODUCERE

Protonica si metabolomica joacd un rol foarte important in cercetarea cancerului, fiind
o sursa valorica de noi biomarkeri. Nivelurile de serina s-a dovedit a avea un rol important in
diagnosticarea cancerului mamar.

Avand in vedere importanta biomarkerilor pentru determinarea si diagnosticarea rapida
sl precoce a cancerului mamar, am propus enantioanaliza serinei ca factor cheie pentru un
diagnostic precoce a cancerului mamar. Prin urmare, un senzor stocastic enantioseletiv
conceput de imobilizarea fizica a Zn(II)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris(4-fenoxifenil)-ului de
Zn(Il) porfirina intr-o pasta de nanografene a fost utilizat pentru analiza enantioselectiva a
serinel In probe de sange integral de la voluntari sdnatosi si de la pacienti confirmati cu cancer
mamar.

Noutatea constd in utilizarea Zn(IT)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris (4 fenoxifenil)
porfirind ca modificator in proiectarea unui senzor electrochimic, iar utilizarea sa pentru
enantioanaliza unui aminoacid. Rolul sdu in senzorul stocastic este acela de a furniza canalul
necesar pentru raspunsul stocastic al senzorului.

Principalele avantaje ale senzorilor stocastici atunci cand sunt utilizati pentru analiza
biomedicald sunt: nu este necesard pregatirea probelor; complexitatea matricei nu influenteaza
rezultatele analizei; analiza multianalitica este posibila.

Atunci cand se utilizeaza semnatura enantiomerului (valoarea toff), precum si o analiza
cantitativa prin utilizarea valorii tonice masurate intre doud semnaturi (valorile tofr) (Schema
3.1). Principiul dezvoltarii curentului se bazeaza pe conductivitatea canalului; in prima etapa,
enantiomerul intra in canal, blocandu-l in timp ce intensitatea curentului scade la zero

(semnatura enantiomerului datd de valoarea tofr caracterizeazd aceastd etapd); in interiorul
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canalului au loc procese de legare si redox, iar echilibrul este atins (valoarea ton utilizata pentru

analiza cantitativa a enantiomerilor caracterizeaza aceasta etapa).

[ tonn

L

ort o

t(s)

Schema 3.1. Dezvoltarea actuala a senzorilor stocastici.

Avantajele senzorilor stocastici fatd de senzorii electrochimici clasici sunt: semnatura
enantiomerilor nu depinde de compozitia matricei, ci doar de dimensiunea si geometria
enantiomerului. Derivatul de fulleren' N-metil-fullero-pirrolidina a fost selectat datorita
capacitatii sale de a furniza canalele necesare pentru detectia stocastica. Fe>Oz a fost adaugat
la pasta de grafit pentru a-i imbunatati conductivitatea, ceea ce a facilitat la potentialul
selectat (125mV) semnaturi si valori pentru ton de ordinul marimii secunde, si, prin urmare,
citirea s-a facut cu o fiabilitate ridicata.

Noutatea este datd de utilizarea N-metil-fullero-pirrolidinei ca modificator al
grafitului/Fe2Os si al pastelor de nanografene, pentru proiectarea de senzori stocastici

enantioselectivi si utilizarea lor pentru enantioanaliza leucinei In probe de sange integral.

3.2. PARTEA EXPERIMENTALA

3.2.1. Materiale si reactivi

L-serind, D-serind, ulei de parafind, nanografene (dimensiunea particulelor mai mica
de 3 nm, continut de carbon de 99,6%, Zn (II)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris(4-fenoxifenil)
porfirina si tamponul de fosfat, iar L- si D-leucina, grafitul, Fe2Os, nanopulberea de grafena,
N-metil-fullero-pirrolidina, uleiul de parafina. Pentru prepararea tuturor solutiile s-a folosit apa
deionizata. Solutiile de L-serind si D-serind (au avut concentratii cuprinse intre 0,1 mol L™ la
1fmol L) au fost obtinute prin metoda dilutiei in serie; toate solutiile au fost tratate cu un
tampon de fosfat (pH 7,50), iar solutiile de L- si D-leucina au fost preparate folosind tamponul
fosfat cu pH 7,40. Intervalul de concentratie utilizat pentru ambii enantiomeri a fost cuprins

ntre 1x102% i 1x102 mol L.
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3.2.2. Aparatura si reactivi

Pentru toate masuratorile s-a folosit un potentiostat/galvanostat Autolab/ PGSTAT 12.
Ag/AgCl servind ca electrod de referinta in celula electrochimica, in timp ce electrodul
auxiliar a fost un fir de Pt. Electrodul de lucru din celula a fost reprezentat de noii senzori
stocastici enantioselectivi proiectati.

3.2.3. Proiectarea senzorilor stocastici enantioselectivi

100 pL de amestec de 102 mol Lt de Zn (l1)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris(4-
fenoxifenil)-porfirina au fost adaugate de 100 mg de pulbere de nanografene. La acest amestec
s-au adaugat 30 uL de ulei de parafina pentru a forma o pasta de nanografene modificata. Pasta
modificata a fost analizata cu ajutorul microscopiei de forta atomica (Figura 3.1). Pasta a fost
plasata intr-un tub special imprimat cu un diametru de 300 pm. In pasta a fost introdus un fir
de argint care a fost folosit ca si contact electric. Suprafata senzorului a fost reinnoitd prin
lustruirea cu folie de aluminiu.

Experimentele de microscopie de fortd atomica au fost efectuate cu ajutorul unui aparat
Agilent Technologies 5500 scanning probe microscope. Imaginile straturilor de
carbon/diamant modificate au fost achizitionate in modul tapotare (AFM modul AAC) folosind
un cantilever de siliciu (sondd punctiforma plus modulatia fortei) cu raza varfului < 10 nm
(lungime 227 pm, forta constanta 1,8 N/m frecventd de rezonantd 69 kHz; nanosenzori) la
viteze de scanare de la 0,5 la 1 line/s. Imaginile au fost inregistrate cu rezolutie de 512 X 512
pixeli. Imagistica si software de analiza utilizat a fost PicoVieq 1.6 (Agilent Technologies,
Chandler AZ), cu procesare suplimentara a imaginilor (extragerea profilelor de suprafete,
filtrare, corectia liniilor, studii analitice si parametri 2D si 3D) cu ajutorul software-ului Pico

Image.

Figura 3.1. Imagine AFM 3D (zona de scanare 10X10 mm) a

suprafetei active a reactorului stocastic enantioselectiv

stocastic.

Pentru L- si D-leucina, proiectarea senzorului stocastic enantioselectiv a fost realizata

dupa cum urmeaza: 100 mg de nanopulberi de grafit/grafena au fost amestecate fizic cu 20 mg
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de N-metil-fullero-pirrolidina. La amestecul de pulbere de grafit s-au addugat 10 mg de Fe2Oa.
La fiecare dintre pulberi s-au adaugat 30 ul de ulei de parafind pentru a forma o pasta omogena.
Fiecare dintre paste a fost plasata intr-un tub de plastic 3D neconductor imprimat in laboratorul
nostru cu ajutorul unei imprimante 3D. Diametrul interior al fiecarui tub a fost de 25um, iar
lungimea de 1cm. Un fir de Ag a fost utilizat pentru a conecta pasta cu circuitul extern.

Morfologia pastelor proiectate a fost investigata cu ajutorul microscopiei electronice de
scanare (SEM) (Inspect S, FEI Company, Tarile de Jos). Pentru a obtine o rezolutie buna a
imaginilor microscopice, pastele au fost analizate cu ajutorul detectorului LFD (low vac-uum),
la o tensiune Tnaltd (HV) de 30 kV si la o marire de 1600X.

Morfologia suprafetei active a senzorilor stocastici este prezentata in Figura 3.2.

(b)

Figura 3.2. Imagini SEM pentru (a) senzor stocastic enantioselectiv pe baza de pasta

de grafit si (b) senzor stocastic enantioselectiv pe baza de pastd de nanografene.

3.2.4. Modul stocastic

Fiecare serie de solutii, respectiv L- si D-serind si L- si D-leucind, a fost analizata cu
ajutorul senzorului stocastic enantioselectiv propus la un potential constant de 125mV vs
Ag/AgCl, utilizdnd cronoamperometria ca tehnicd electrochimica. S-au obtinut diferite
semnaturi (valori de toff) obtinute pentru fiecare enantiomer, dovedind ca senzorul este
enantioselectiv.

Etalonarile au fost obtinute pentru fiecare enantiomer folosind metoda regresiei liniare.
Se utilizeaza forma ecuatiei de calibrare, care este: 1/ton=a+bxConCenantiomer. Valoarea ton a fost
cititd intre valorile tof..

Principiul dezvoltarii curente se bazeaza pe conductibilitatea canalului: la intrarea in
canal, enantiomerul este blocat si, prin urmare, se produce un efect de curentul acesta scade
pana la zero. Timpul necesar pentru a intra in canal este asociat cu semnatura enantiomerului

(valoarea toff), facand parte din analiza calitativa. Dupa intrarea in canal, au loc procese redox
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de legare; timpul necesar pentru aceste procese (ton) este asociat cu cantitatea de enantiomer
din proba (Figurile 3.3. si 3.4.).
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Figura 3.3 . Exemplu de diagrama obtinuta cu ajutorul senzorului stocastic
enantioselectiv (Zn(I1)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris(4-fenoxifenil)-porfirina/nanografena)
pentru determinarea L-si D-serinei. E=125mV vSAQ/gCl, C-serina=6.12 pmol L; Cp.
sering=5.07 pmol L',
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Figura 3.4. Exemple de diagrame obtinute pentru depistarea probelor de sange
integral cu ajutorul (a) senzorului stocastic enantioselectiv pe baza de pasta de grafit si (b)
senzorului stocastic enantioselectiv pe baza de pasta de nanografene.

Determinarea concentratiilor de L- si D-serind si L- si D-leucina a fost realizatd cu
ajutorul metodei ecuatiei de calibrare, prin introducerea valorii ton In ecuatia corespunzatoare.

Testul imunoenzimatic (ELISA) este o metoda standard utilizata pentru determinarea
enantiomerilor de serina.

3.2.5. Probe de sénge

Probe de sange integral de la voluntari sandtosi, precum si de la pacienti, precum si de
la pacienti confirmati cu cancer de san au fost obtinute de la Spitalul Universitar Bucuresti
(aprobarea Comitetului de etica nr 11/2013; consimtamantul informat a fost obtinut de la toti

subiectii). La probele de sange integral au fost analizate fara niciun fel de pretratament.

3.3. REZULTATE SI DISCUTII

3.3.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici enantioselectivi
3.3.1.1. L- si D-serind
Toate caracteristicile de raspuns au fost determinate de 25°C folosind

cronoampermetria la temperatura de potential de 125 mV fatd de Ag/AgCl.
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In primul rand, au fost analizate semnaturile (valorile toff) de la L- si D-serina fiind si

determinate. Semnatura pentru L-serind a fost de 1,8 s., in timp ce semnatura pentru D-serina

afostde 1,0 s.

Tabelul 3.1. Enantioanaliza serinei in sangele integral obtinut de la pacienti confirmati cu

cancer mamar utilizand un senzor stocastic enantioselective si un protocol ELISA standard.

umol L1, L-serine

umol L, D-serine

Proba nr. Metoda de Metoda de
_ ELISA _ ELISA
screening screening
1 1.45+0.02 1.42+0.12 3.13+ 0.04 3.02+0.12
2 8.77+0.03 8.70+0.14 3.75+ 0.02 3.70+0.11
3 204.13+0.02 203.97+0.14 8.98+ 0.03 8.90+0.11
4 25.72+0.03 25.17+0.15 6.41 +0.01 5.97+0.15
5 2.86x0.01 2.85+0.12 1.44+0.02 1.39+0.19
6 5.35+0.02 5.40+0.13 5.63+ 0.01 5.60+0.10
7 27.45%0.03 27.40+0.17 3.56 +0.02 3.56+0.13
8 26.56+0.02 26.50+0.12 2.35+0.01 2.34+0.12
9 6.93+0.01 6.92+0.12 1.11 +0.02 1.30+0.10
10 10.46+0.03 10.40+0.15 4.32 +0.02 4.30+0.12
11 9.36+0.02 9.36+0.16 8.53+ 0.04 8.49+0.10
12 22.75+0.01 22.15+0.12 9.06+ 0.03 9.07+0.15
13 3.11+0.02 3.11+0,13 4.04 +0.01 3.95+0.1
14 9.8340.05 9.80+0.13 9.98 +0.02 9.90+0.17
15 6.12+0.03 6.10+0.20 5.06 +0.02 5.00+0.17
t-test 2.22 2.19

Ecuatia de calibrare inregistratd pentru L-serini a fost: 1/ton=0.03 + 3.82 X 10° C-serina

cu un coeficient de corelatie r de 0.9999. Intervalul linear de concentratie a fost cuprins intre 1

x 10125i 1 x 10 mol L'* cu o limita de determinare de 1 x 10 2mol LL. Intervalul este capabil

sa acopere concentratiile de L-serind la persoanele sandtoase si pacientii cu cancer mamatr.

Ecuatia de calibrare inregistrati pentru D-serini a fost: 1/ton=0.03 + 4.71 x 10 Cp.

sering, U Un coeficient de corelatie r de 0.9995. Intervalul linear de concentratie a fost cuprins

intre 1 x 10 i 1 x 102 mol L? cu o limita de determinare de 1 x 10"%*mol L. Intervalul

este capabil sa acopere concentrasia de D-serina la pacientii cu cancer mamar.
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3.3.1.2. L- si D-leucina

Modul stocastic a fost utilizat pentru determinarea caracteristicilor de raspuns ale

senzorilor stocastici enantioselectivi. Caracteristicile de raspuns sunt prezentate in Tabelul

3.2.

Tabelul 3.2. Caracteristicile de raspuns pentru senzorii stocastici enantioselectivi utilizati

pentru enantioanaliza leucinei.

Senzor stocastic Domeniul
Ecuatie de o Limita de )
bazat pe Semnitura ) Sensibilitate, ) linear de
Leucina calibrare?, determinare,
N-methyl-fullero- tore(S) stgtL concentratie,
o R ag L?
pyrrolidine & gL?
1/ton = 0.04 +
1x10Y -1 x
L 0.6 8.17 x 10C | 8.17 x 10*® 10.00 105
) r=0.9993
Graphite/Fe;0s
1/ten = 0.01 +
1x10% -1 x
D 0.8 1.42 x 108C | 1.42 x 108 100.00 10°
r=0.9994
1/ton = 0.02 +
1x10% -1 x
L 2.2 3.44 x 10*2C | 3.44 x 10*? 100.00 104
r=0.9995
Nanographene
1/ton = 0.02 +
1x10%8-1x
D 0.9 1.35 x 10®°C | 1.35x 10% 1.00 109
r=0.9996

L<C>=mol L <tgn> =s.

Semnadturile celor doi enantiomeri sunt diferite atunci cand s-a utilizat acelasi senzor

stocastic, ceea ce dovedeste cd senzorii sunt enantioselectivi si ca pot fi utilizati pentru

testarea simultana a celor doi enantiomeri. Domeniile liniare de concentratie sunt largi,

permitand enantioanaliza leucinei in probe de sange integral, in ciuda starii de sdnatate a

persoanelor. S-au inregistrat limite de determinare foarte scizute (ag L™); pentru dozarea L-

leucinei, cea mai mica limita de determinare a fost inregistrata atunci cand s-a utilizat

senzorul stocastic enantioselectiv pe baza de grafit/Fe;Os3, in timp ce pentru dozarea D-

leucinei, cea mai micd limita de determinare a fost Inregistrata pentru senzorul stocastic

enantioselectiv pe baza de nanografene. L-leucina a fost determinatad cu cea mai mare

sensibilitate atunci cand a fost utilizat senzorul pe baza de grafit/Fe2Os, in timp ce D-leucina
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a fost determinata cu cea mai mare sensibilitate atunci cand a fost utilizat senzorul pe baza de

nanografene.

3.3.2. Selectivitatea senzorilor propusi utilizat pentru determinarea serinei si leucinei

3.3.2.1. L- si D-serina

Selectivitatea senzorilor stocastici este data de valorile Tnregistrate pentru semnatura
posibilelor interferente; o diferentd de minimum 2 s intre semnaturile posibilelor interferente
posibile si semnaturile enantiomerilor de serind confirm selectivitatea senzorului stocastic.
Urmatorii aminoacizi au fost testati ca posibile interferente: L- si D-glutamind, L- si D-
triptofan, L- si D-acid aspartic si L- si D-leucina.

Valorile inregistrate pentru semnaturile acestora au fost: L-glutamina 0,3 s, D-
glutamina 0,7 s; L-triptofan 3,7 s; D-triptofan 3,3 s; acid L-aspartic 2,1 s; acid D-aspartic 2,5
s; leucine 1,5 s; D-leucina 2,8 s. Aceste valori au aratat ca senzorul propus nu este doar
enantioselectiv, dar este si selectiv fata de acesti aminoacizi.

3.3.2.2. L- si D-leucind

Selectivitatea senzorilor stocastici este data de diferenta dintre semnalele (valorile toff)
nregistrate pentru enantiomerii de leucina si cele obtinute pentru CA15-3, CEA, HER2, p53,
Ki67, maspin si CA19-9 - biomarkerii obisnuiti utilizati pentru stabilirea diagnosticului de
cancer de san.

Tabelul 3.3. Selectivitatea senzorilor stocastici.

Senzor stocastic
bazat pe CAl5- ) ) CA19- L- D-
CEA | HER2 | Maspin | Ki67 p53
N-methyl-fullero- 3 9 leucini | leucina
pyrolidine &

Semnatura (s)
Graphite/Fe,03 11 15 2.2 19 3.0 2.4 35 0.6 0.8
Nanographene 0.2 0.6 3.0 2.5 3.2 2.8 1.7 2.2 0.9

Rezultatele prezentate in Tabelul 3.3, au dovedit ca niciunul dintre ceilalti biomarkeri
nu interfereaza in enantioanaliza leucinei, In ciuda matricei utilizate pentru proiectarea
senzorului stocastic.

Au fost construiti zece senzori stocastici enantioselectivi din fiecare dintre cele doua

tipuri concepute pentru enantioanaliza leucinei. Caracteristicile de raspuns au fost masurate
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.....

10wy

fost mai mica de 1,2%, ceea ce dovedeste ca senzorii sunt stabili timp de cel putin o luna.

3.3.3. Enantioanaliza serinei in probe de sange integral utilizat pentru determinarea
L- si D-serina

Enantiomerii serinelor au fost identificati in diagramele obtinute in urma screening-ului
in probele de sange integral, cu ajutorul senzorului stocastic enantioselective, in functie de
semndturile acestora. Probele de sange integral de la pacienti confirmati cu cancer mamar,
precum si de la voluntari sandtosi au fost examinate cu ajutorul senzorului propus. Rezultatele
sunt prezentate in Tabelele 3.1. si 3.2.
Tabelul 3.4. Antioanaliza serinei in sdngele integral obtinut de la voluntari sanatosi, utilizand

un senzor stocastic enantioselectiv si un protocol ELISA standard.

umol L, L-serine
Numarul
) Metoda de ELISA
probei )
screening
1 209.15+ 0.03 209.20+0.17
2 293.63+ 0.03 291.93+0.17
3 315.40 0.02 314.87+0.13
4 123.41+0.03 123.50+0.15
5 178.65+0.04 178.79+0.20
t-test 2.67

O corelatie foarte buna intre concentratiile de enantiomeri ai serinei a fost obtinutd prin metoda
de screening (bazatd pe utilizarea metodei enantioselective a senzolului stocastic) si ELISA
(metoda standard de analizad a enantiomerilor de serind).

S-a efectuat un test t student Tmperecheat la nivelul de incredere de 99,00 % (valoare
toreticd t-value: 4,032). Valorile t calculate pentru fiecare dintre senzori si pentru fiecare tip de
esantion au fost mai mici de 4,032; aceste rezultate au ardtat cd nu existd o valoare
semnificativd din punct de vedere static diferenta static semnificativa intre rezultatele obtinute
cu ajutorul senzorului stocastic propus si ELISA (Tabelele 3.1. si 3.4.). in consecintd, metoda
de screening propusa este validata pentru a fi utilizata pentru enantioanaliza serinei in probe de

sange integral. Absenta D-serinei in probele de sange integral de la voluntari sandtosi poate
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indica faptul ca D-serina este un biomarker capabil sa fie utilizat pentru diagnosticarea precoce

a cancerului mamar. Tn plus, enantioanaliza serinei poate fi un factor cheie pentru

diagnosticarea precoce a cancerului mamar.

Principalele avantaje ale utilizarii metodei propuse pentru enantioanaliza de serine au

fost cd pot asigura un cost redus al analizei cantitative si calitativa a L- si D-serind; ambii

enantiomeri pot fi analizati simultan, iar cancerul mamar poate fi identificat intr-un stadiu

foarte timpuriu.

in timp si s aibd avantaje semnificative in ceea ce priveste fiabilitatea.

Tn proiectarea senzorului nu s-au utilizat enzime, ceea ce face ca senzorul sa fie stabil

3.3.4. Enantioanaliza leucinei in probe de sange integral utilizat pentru determinarea

L- si D-leucina

Probele de sange integral au fost utilizate asa cum au fost recoltate de la pacienti, fara niciun

fel de prelucrare. Masuratorile au fost efectuate in conformitate cu descrierea metodei sto-

castice de mai sus. Dupa ce s-au obtinut diagramele (Figura 3.3. si 3.4), au fost identificate

semnaturile L- si D-leucinei si dupa ce au fost citite valorile ton intre cele doua valori tofr.

Pentru a valida senzorii, amestecuri cunoscute de enantiomeri (in diferite proportii) au fost

introduse in probe de sange integral si s-a realizat recuperarea enantiomerilor (Tabelul 3.5.).

S-au efectuat determindri ale enantiomerilor de leucina inainte si dupa adaugarea

amestecurilor, pentru a calcula recuperarea cantitatii cunoscute adaugate.

Tabelul 3.5. Teste de recuperare a L- si D-leucinei in probe de séange integral (N=10).

Recuperare, %

L:D

1:99

1:50

1:25

1:1 25:

1

50:

1

99:1

Enantio

mer

Senzor
pe baza
de
Graphite
/Fe203

99.10+0./96.98+

05

0.02

97.95+

0.04

99.18+0
.02

99.00+0

.02

98.75+0(98.82(98.99 99.15+0
.03 [+0.02+0.01| .01

99.10+
0.03

99.99+0
.01

97.98+
0.02

98.16+
0.03

99.90+
0.02

Senzor
bazat pe

Nanograp

hene

99.32+0./96.50+

02

0.03

98.00+

0.02

99.53+0
.03

99.18+0

.03

99.65+0(98.09(99.99 (99.13+0
.02 [+0.04+0.03| .02

99.76+
0.02

99.12+0
.03

97.00+
0.04

97.43+
0.02

99.66+
0.03
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Tabelul 3.5. arata ca s-au obtinut recuperari ridicate de enantiomeri in sangele

integral, in ciuda raporturilor dintre L- si D-leucina in sangele integral. Acest lucru a dovedit

acuratetea si fiabilitatea ridicatd a masuratorilor.

Probele reale de sange integral colectate de la pacienti confirmati cu cancer mamar si

de la voluntari sanatosi au fost analizate cu ajutorul senzorilor stocastici enantioselectivi.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 3.6.

Tabelul 3.6. Enantioanaliza a leucinei in probele de sange integral (N=10).

Proba Nr.| Starea de sanatate -leucind, D-leucind,
pg mL? ng mL*
Senzor stocastic bazat pe N- ) ]
methyl-fullero-pyrrolidine & Graphite/Fe;Os | Nanographene |Graphite/Fe,Os| Nanographene
1 8.62+0.02 8.08+0.01 3.52+0.02 3.30+0.03
2 0.48+0.01 0.49+0.03 5.00+0.03 4.75+0.02
3 8.25+0.01 8.71+0.03 0.20+0.01 0.18+0.02
4 15.48+0.02 16.02+0.03 1.87+0.02 1.69+0.03
5 Confirmat cu cancer de 6.11+0.01 5.50+0.03 1.00+0.02 1.00+0.03
6 sén 1.24+0.03 0.98+0.02 2.00+0.01 2.17+0.02
7 3.47+0.01 2.93+0.02 2.60+0.03 2.58+0.01
8 0.08+0.01 0.07+0.02 33.10+0.02 35.01+0.01
9 2.91+0.01 2.26+0.03 5.23+0.03 5.00+0.01
10 8.30+0.03 8.12+0.01 1.17+£0.03 1.18+0.01
1 18.21+0.01 18.34+0.02 - -*
2 20.58+0.02 20.84+0.01 - -*
3 5.48+0.01 5.12+0.03 -* -
4 32.25+0.02 32.40+0.01 -* -
5 7.12+0.01 7.15+0.03 -* -
6 Voluntari santosi 27.16+0.02 27.19+0.01 - -*
7 52.01+£0.03 51.15+0.02 - -*
8 4.89+0.01 4.68+0.03 -* -*
9 51.97+0.03 52.531£0.01 -* -*
10 43.47+0.01 43.50%0.02 -* -*
t-test 2.96 3.01

* D-leucina nu a fost gasita.

A fost efectuat un test t la un nivel de incredere de 99,90%. Valorile t calculate pentru

fiecare enantiomer de leucind au fost mai mici de 3,10, ceea ce indica faptul ca nu exista
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nicio diferentd semnificativa din punct de vedere statistic Intre rezultatele obtinute cu ajutorul
senzorilor stocastici enantioselectivi propusi (tabelul 4) si cd senzorii stocastici
enantioselectivi pot fi utilizati pentru identificarea si cuantificarea moleculara a L- si D-
leucinei in probele de sange integral. Mai mult, D-leucina a fost gasita doar in probele
recoltate de la pacienti confirmati cu cancer de san, si nu n sangele integral de la voluntari

sandtosi.

3.4. CONCLUZII

Un senzor stocastic enantioselectiv a fost proiectat si utilizat pentru screening-ul de
probe de sange pentru L- si D-serina. Zn(I1)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris (4 fenoxifenil)
porfirind a fost utilizata pentru a modifica o pasta de nanografene, care a fost introdusa intr-
un tub de plastic neconductor pentru a obtine senzorul stocastic enantioselective. Senzorul a
avut o sensibilitate ridicatd pentru ambii enantiomeri si, de asemenea, limite de determinare
scazuta.

Validarea senzorului a aratat ca exista o buna corelatie intre rezultatele obtinute prin
metoda de depistare propusa si ELISA demonstrand adecvarea metodei propuse pentru
enantioanaliza serinei in probele de sange integral.

In plus, aceastd metoda a demonstrat ci D-serina poate fi un biomarker pentru
diagnosticarea precoce a cancerului mamar.

In ceea ce priveste leucina, senzorii stocastici enantioselectivi propusi s-au dovedit a
avea caracteristici deosebite in analiza biomedicala. Utilizarea lor pentru depistarea probelor
de sénge integral poate aduce testul de depistare foarte aproape de testul de diagnosticare,
deoarece D-leucina a fost gasita doar la pacientii confirmati cu cancer de san, si nu la

voluntarii sdnatosi.
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CAPITOLUL IV

MICROSENZORI STOCASTICI BAZATI PE
NANOPULBERI DE CARBON PENTRU DETERMINAREA
ULTRASENSIBILA A CA15-3, CEA si HER-2 TN SANGELE

INTEGRAL

4.1. INTRODUCERE

CA15-3, CEA si HER-2 joaca rolul de biomarkeri care are un prognostic si poate
facilita tratamentul personalizat pentru cancerul mamar. HER-2 pozitiv cancer mamar tine cont
sa fie mai agresiv decat cancerele mamare HER-2 negativ. Au fost propuse numeroase metode
pentru dozarea CA15-3, CEA si HER-2 (Tabelul 4.1).Prin urmare, aceasta lucrare propune doi
noi microsenzori stocastici pe baza de carbon nanopulbere (nC) modificate cu nanoparticule
de aur (AuNp) si doud porfirine — 5,10,15,20-tetrafenil-21H, 23H-porfirinda (TPP) si
5,10,15,20-tetrakis (clorurd de pentafluorofenil) — 21H, 23H-fer (III) porfirina [Fe(TPFPP)CI]
— pentru dozarea simultana a CEA, CA15-3 si HER-2, deoarece un test de depistare bazat pe
analiza simultand a acestora va furniza mai multe informatii despre diagnosticarea si
tratamentul peronalizat al cancerului mamar. Noutatea lucrarii, pe 1anga noul design utilizat
pentru microsenzorii stocastici propusi pentru dozarea CEA, CA15-3 si HER-2, constad in
utilizarea unui singur instrument de dozarea simultana a celor trei biomarkeri.

Mecanismul de dezvoltare a curentului pentru senzorii stocastici se bazeaza pe
conductivitatea canalului: molecula intra in canal si curentul scade la zero pana cand toata
molecula este in interiorul canalului — timpul necesar pentru a intra in canal depinde de
madrimea, volumul, conformatia, capacitatea de desfasurarea (daca este proteicd) si viteza
determinate de potentialului aplicat, si este cunoscut sub numele de semnatura moleculara,
notati ca valoarea toff pe diagrame. Intre timp, in canal, au loc procese redox, intr-un timp de
echilibru numit ton pe diagrame, valoarea tonului se citeste intre doua valori toff, 1ar aceasta

depinde de concentratia moleculei 1n fluidul biologic in care molecula este determinata.
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4.2. PARTEA EXPERIMENTALA

4.2.1. Materiale si metode

Toate substantele chimice au fost de calitate analitica. Pentru prepararea solutiilor
utilizate in experimente s-a folosit apa deionizata. Toate solutiile CA15-3, CEA si HER-2 au
fost preparate in solutie tampon fosfat (PBS, pH=7,40). Celula electrochimica a fost compusa
din trei electrozi: electrodul de referintd (Ag/AgCl), contraelectrodul (Pt) si electrodul de
lucru (microsenzorul stocastic). Pentru masurarea valorilor ton si toff a fost utilizatd o metoda
cronoamperometricd, la un potential constant (125 mV vs Ag/AgCl).

Pentru proiectarea microsenzorilor: 100 mg de nanopulbere de carbon au fost
amestecate cu 10uL suspensie de nanoparticule de aur si s-a adaugat ulei de parafind pana
cand s-a obtinut o pasta. Pasta a fost impartita in doua parti egale, iar pe fiecare s-au adaugat
50uL din una dintre urmatoarele porfirine: 5,10,15,20-tetrafenil-21H,23H-porfina
(TPP/AuUNp) sau 5,10,15,20 -tetrakis (clorura de pentafluorfenil)-21H,23H-fier (III) porfirina
(Fe(TPFPP)CI/AuNp). Sarma de argint a servit ca contact intre pasta si circuitul extern. A
fost utilizatd o metoda cronoamperometrica pentru masuratorile ton $i toff la un potential
constant (125 mV vs Ag/AgCl). Valoarea potentialului aplicat (125 mV vs Ag/AgCl) a fost
determinatd experimental; au fost aplicate potentiale intre 0,05 si 250mV; cea mai buna
forma a semnalului stocastic a fost obtinuta atunci cand a fost aplicat un potential de 125 mV
bs Ag/AgCI. Pe baza valorii tosf, analitul a fost identificat in diagramele Tnregistrate cu
microsenzorii stocastici, iar apoi a fost citicd in continuare valoarea ton i utilizata pentru
determinarea concentratiei fiecarui biomarker (Figura 4.1). Concentratiile necunoscute de
CAI15-3, CEA si HER-2 in probele de sange integral au fost determinate din ecuatiile de
calibrare (1/ton=a + bxChiomarker) Tnregistrate cu fiecare dintre senzori pentru fiecare dintre

biomarkeri.
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Figura 4.1. Recunoasterea modelului CA15-3, CEA si HER-2 n probele de sénge integral,
utilizand un microsenzor stocastic pe baza de: a) Fe(TPFPP)CI/AuNp si (b) TPP/AuNp.

Probele de sange integral au fost obtinute de la Spitalul Universitar Bucuresti (cu

aprobarea comitetului de etica nr. 11/2013). Celula electrochimica a fost incarcatd cu proba
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biologica, iar dupa inregistrarea diagramei si identificarea semnaturilor CA15-3, CEA si HER-
2, concentratiile necunoscute ale biomarkerilor din probele de sénge integral au fost

determinate utilizind metoda stocastica descrisa mai sus.

4.3. REZULTATE SI DISCUTII

4.3.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorului stocastic

Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor propusi sunt prezentate in Tabelul 4.1.
Toate caracteristicile de raspuns au fost determinate la 25 °C, atunci cdnd un potential de 125
mV versus Ag/AgCl a fost aplicat. In primul rand, au fost inregistrate semnaturi diferite (valori

torf) pentru CA15-3, CEA si HER-2 pentru fiecare dintre microsenzorii stocastici, dovedind ca

cei trei biomarkeri pot fi determinati simultan in probe de snge integral.

Tabelul 4.1. Caracteristicile de raspuns ale senzorilor stocastici utilizati pentru testarea

CA15-3,CEA si HER-2.

Microsenzor o
) Semniturid | Domeniul linear | Ecuatii de calibrare; coeficient o
stochastic Sensibilitate LOQ
tort () de concentratie de corelatie, r*
bazat pe nC
CA15-3*
1.00x1077- 1/ton=0.03 +5.80x103xC
4.7 5.80x10° 1.00x10°7
1.00x10° r=0.9998
CEA**
Fe(TPFPP)CI/A
1.28x107°- 1/ton=0.04 + 6.16x10xC
uNp 0.6 6.16x10 1.28x10°
2.00x10* r=0.9993
HER 2**
3.90x10°- 1/tor= 0.02 + 1.43x10°%C
2.6 1.43x10° 3.90x10°
3.90x10° r=0.9999
CA15-3*
1.00x1077- 1/ton=0.04 +2.32x10% xC
6.8 2.32x10° 1.00x1077
1.00x10° r=0.9994
CEA**
1/ton=0.03 + 1.90x10*xC
TPPIAUND | g 1.00x107- 1.00 ” 1.90x10* | 1.00x107
r=0.9997
HER 2%+
3.50x108- 1/ton=0.03 + 3.53x10*xC
1.3 3.53x10% 3.50x108
3.90x10° r=0.9986
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*<C>= U mL7; <ton>=s; <Sensibilitate> = s1 U1mL; **<C>= ug mL"; <ton>=s; <Sensibilitate> = s ug' mL;
LOQ - limita de cuantificare
Toate intervalele liniare de concentratie sunt largi, facdnd posibilad determinarea acestor

biomarkeri Tn oricare dintre stadiile cancerului de mamar.

inregistrate in cazul testarii CEA si HER-2 atunci cand a fost utilizat senzorul bazat pe
TPP/AuNp. In comparatie cu cei mai recenti senzori utilizati pentru testarea CA15-3, CEA si
HER-2 (Tabelul 4.1), se poate concluziona ca senzorul bazat pe TPP/AuNp a prezentat cea mai
inferioard limitd de determinare (ordinul de mirime fg mL™), iar pentru testarea HER-2,
senzorul bazat pe Fe(TPFPP) CI/AuNp a prezentat cea mai mica limita de determinare. Pentru
testarea CA15-3, desi limitele de determinare sunt mai mari decat cele raportate anterior [288-
2901], senzorii propusi pot fi utilizati pentru testarea CA15-3 fara a fi nevoie de nici o procesare
a probei, intervalul de concentratia lineara acopera pacientii cu cancer mamar in orice stadiiu
al bolii.

Avantajele senzorilor propusi fata de cei prezentati in Tabelul 4.1. sunt, de asemenea,
urmatoarele: pot realiza detectia simultana a celor trei biomarkeri; nu este necesara prelevarea
de probe inainte de masuratori; analiza calitativa fiabila a fiecarui biomarker este urmata
imediat de analiza a acestuia.

4.3.2. Masurdtorile de stabilitate si reproductibilitate

Zece senzori stocastici pentru fiecare dintre cele doud tipuri au fost proiectati
[TPP/AuNp si Fe(TPFPP)Cl/AuNp] iar masuratorile au fost efectuate zilnic timp de o luna.

Masuratoarea pentru fiecare tip de senzor a demonstrat cd nu existd modificari

.....

a fost mai mica de 0,11%, In timp ce, pentru senzorul stocastic bazat pe Fe(TPFPP)CI/AuNp,
aceasta a fost mai mica de 0,08%; aceast lucru a dovedit ca senzorii sunt stabili timp de cel
putin o lund, atunci cand se efectueaza masuratori zilnice.

4.3.3. Selectivitatea microsenzorilor stocastici

Selectivitatea microsenzorilor stocastici este data de diferenta dintre semnaturile
(valorile toff) Tnregistrate pentru CA15-3, CEA si HER-2 si cele obtinute pentru alti
biomarkeri/substante din probele biologice. Posibilele specii de interferenta selectate au fost:

p53, Ki67, maspin, CA19-9, acid ascorbic, dopamina si acid uric.
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Rezultatele prezentate in Tabelul 4.2 au demonstrat ca niciuna dintre presupusele specii
interferente nu interfereaza cu analiza simultana a CA15-3, CEA si HER-2.

Tabelul 4.2. Selectivitatea microsenzorilor stocastici.

Microsenzor Sematuri (s)
stocastic pe baza | CA15- _ ) CA19- Acid Acid
CEA | HER2 | Maspin | Ki67 p53 | Dopamina )
denC 3 9 ascorbic uric
Fe(TPFPP)CI/AuNp | 4.7 0.6 2.6 2.0 1.3 3.0 3.5 0.2 1.7 3.2
TPP/AuNp 6.8 1.9 1.3 2.3 3.2 25 108 0.4 1.5 0.2

4.3.4. Determinarea simultand ultrasensibila a CA15-3, CEA si HER-2 n sangele
integral

Zece probe de sange integral de la pacientii confirmati cu cancer mamar au fost
examinate utilizand cei doi microsenzori stocastici. La scurt timp dupa citirea valorilor toff,
intre doua valori toff, au fost citite valorile ton corespunzatoare. Valorile ton au fost utilizate
pentru a determina concentratiile de CA15-3, CEA si HER-2 n probele de sange integral, in
functie de metoda stocastica descrisa mai sus. Rezultatele obtinute in urma screening-ul

probelor de sénge integral sunt prezentate in Tabelul 2 si Figura 2.

CA 15-3 (U mL)
700
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1 2 3

B Fe(TPFPP)CI/AuNp ®TPP/AuNp mELISA
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Figura 4.2. Determinarea cantitativa a (a) CA15-3, (b) CEA si (¢) HER-2 in probe de sange
integral, utilizdnd microsenzori stocastici pe baza de: Fe(TPFPP)CI/AuNp si TPP/AuNp, iar
standardul prin metoda standard - ELISA.

S-au obtinut corelatii foarte bune intre rezultatele obtinute cu ajutorul celor doi
microsenzori stocastici. De asemenea, a fost efectuat un test - t la un nivel de incredere de
99,00% (valoarea t teoretica tabelata: 4,032) pentru fiecare biomarker. Toate valorile t calculate
au fost mai mici decat valoarea tabelatd, dovedind ca nu exista nicio diferenta semnificativa
din punct de vedere statistic intre rezultatele obtinute cu ajutorul celor doi microsenzori

stocastici si ELISA (testul standard, metoda utilizatd pentru testarea acestor biomarkeri in
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probele de singe integral) (Tabelul 4.2. si Figura 4.2.). In consecinti, microsenzorii stocastici
propusi pot fi utilizati in mod fiabil pentru determinarea ultrasensibila simulata a CA15-3, CEA

si HER-2 in probele de sange integral.

4.4. CONCLUZII

Microsenzorii stocastici propusi au fost utilizati pentru testarea simultand a CA15-3,
CEA si HER-2 in probe de sidnge integral. Domeniile lor de concentratie liniard de lucru
acoperd pacientii cu cancer mamar in orice stadiu al bolii, determindrile fiind efectuate cu
sensibilitate ridicatd. Testul de screening bazat pe utilizarea celor doi microsenzori ca
instrumente de screening poate fi utilizat pentru depistarea precoce a cancerului mamar, pentru
determinarea necesitatii unui tratament personalizat, precum si pentru determinarea eficientei

tratamentului Tmpotriva cancerul mamar.
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CAPITOLUL V

TESTAREA ULTRASENSIBILA A HER-1, HER-2 SI
HEREGULIN-a iN SANGELE INTEGRAL

5.1. INTRODUCERE

HER-1, HER-2 si heregulin-o au avut rolul de biomarkeri de prognostic, dar pot fi, de
asemenea, utilizati pentru a facilita un tratament personalizat. Cu exceptia metodelor standard
bazate pe utilizarea ELISA (testul imunoenzimatic de imunoabsorbtie) pentru testarea HER-1,
HER-2 si heregulin- a, au fost propuse diferite metode de analiza. Datoritd importantei testarii
simultane a HER-1, HER-2 si heregulinei-a in probe biologice, exista o nevoie reala de a
dezvolta metode de screening rapid si ultrasensibile pentru determinarea lor intr-o singura
runda (simultan), in probe reale. Prin urmare, in aceasta lucrare, am propus doi microsenzori
stocastici pe baza de oleamide imobilizate fizic in pasta de nanografene decorate cu Cupru
sferioidal, pentru testarea simultana a HER-1, HER-2 si heregulin- a in probe de sange integral.

Noutatea lucrarii este datd de dozarea simultand a HER-1, HER-2 si heregulin- a,
precum si de utilizarea oleamidelor ca modificatori ai pastelor de nanografene decorate cu
Cupru sferoidal. Oleamidele selectare pentru dozarea ultrasensibila a HER-1, HER-2 si
heregulin-a au fost: HER-1, HER-2 si heregulin-a: N-(piridina-3-il-metil) oleamida (O1) si N-
(2-mercapto-1H-benzo [d] imidazole-5-il) oleamida (O2) (Figura 5.1.).

(b)
Figura 5.1. Structurile (a) N-(piridin-3-il-metil) oleamidei (O1) si (b) N-(2-mercapto-
1H-benzo[d]imidazol-5-il) oleamidei (02).
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5.2. PARTEA EXPERIMENTALA

5.2.1. Materiale si reacti

Toate substantele chimice au fost de calitate analitica. Pentru prepararea solutiilor
utilizate Tn experimente s-a folosit apa deionizanta. Toate solutiile HER-1, HER-2 si heregulin-
a au fost preparate in solutie tampon de fosfat (PBS, pH=7,40). Atunci cand nu au fost utilizate,
solutiile au fost pastrate la o temperature de -20°C.

5.2.2. Aparatura si metode

Toate masuratorile electrochimice ale solutiilor de HER-1, HER-2 si heregulin-a si ale
probelor de sange integral au fost efectuate prin conectarea unui computer care avea software-
ul GPES. Celula electrochimica a fost compusa din trei electrozi: electrodul de referinta
(Ag/AgCl), contraelectrodul (Pt) si electrodul de lucru (microsenzorul stocastic). Toate
misuritorile au fost efectuate la 25°C. Pentru misurarea valorilor ton si toff S-a utilizat o metoda
cronoamperometrica, la un potential constant (125 mV vs. Ag/AgCl).

5.2.3. Proiectarea microsenzorilor stocastici

100 mg de pulbere de nanografene a fost amestecatd fizic cu 10 mg de Cupru sferoidal.
Nanografena, in comparatie cu oxidul de grafend, ofera o suprafatd mai buna pentru canalele
formate de modificator (oleamidad); in plus, exista o crestere a ariei suprafetei care influenteaza
sensibilitatea senzorului. Amesterul a fost impartit in doua parti egale, iar in fiecare parte s-au
adiugat 50uL de solutie de O1, respective O2 (10 mol L?). Fiecare pasti modificati a fost
plasatd intr-un tub de plastic neconductor imprimat cu ajutorul unei imprimante 3D din
laboratorul nostru, avand un diametru interior de 50 pm si o lungime de 5 mm (Schema 5.1.).

“— Fir de Argint

v— Pasta de nanographene
modificata

Schema 5.1. Proiectarea microsenzorului stocastic
5.2.4. Proceduri recomandate: Metoda stocastica
Toate misuritorile au fost efectuate la 25° C. Pentru misuritorile ton si toff S-a Utilizat 0
metoda cronoamperometricd la un potential constant (125 mV fatd de Ag/AgCl). Pe baza
valorii torf, analitul a fost identificat in diagramele Tnregistrate cu microsenzorii stocastici si,

n continuare, valoarea ton a fost citita si utilizatd pentru determinarea concentratiei (Figura
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5.2). Concentratiile necunoscute de HER-1, HER-2 si heregulin-a in probele de sange
integral au fost determinate din ecuatia de calibrare 1/ton = a+bXChiomarker inregistrata cu

fiecare sensor pentru fiecare biomarker.

&

t
300x1012 9| o
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-200%10°12 -
t(]'l
-300x10-12 . ‘ ‘ ‘ . . ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Time (s)

300x1072 - torr torr torr

HER-1 HER-2 Heregulin-o
200x10-12

[ /]

1 1
100x1012 ]
=, l
-100x10"2 - l " “
| | I

-200x10°12 -

ton ton Lo
-300x10-12 . r . . ‘ . .

0 200 400 600 800 1000 1200
Time (s)

Figura 5.2. Recunoasterea tiparelor HER-1, HER-2, heregulin-a in probe de sange integral,
utilizdnd microsenzori stocastici pe baza de nanografene decorate cu Cupru sferoidal si (a) N-
(piridina-3-il-metil) oleamida (O1) si (b) N-(2-mercapto-1H-benzo[d]imidazole-5-il)
oleamida (Oy).
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5.2.5. Probele biologice

Probele de sange integral au fost obtinute de la Spitalul Universitar Bucuresti
(aprobarea comitetului de etica nr. 11/2013). Aceste probe au fost obtinute de la pacienti
confirmati cu cancer mamar. Celula electrochimica a fost incarcata cu proba biologica si,
dupad inregistrarea diagramei si identificarea semndturilor HER-1, HER-2 si heregulin-a,
concentratiile necunoscute ale biomarkerilor in probele de sénge integral au fost determinate

utilizand metoda stocastica descrisa mai sus.

5.3. REZULTATE SI DISCUTII

5.3.1. Caracterizarea morfologica si structura pastelor utilizate pentru proiectarea
microsenzorilor stocastici

Figura 5.3. releva morfologia probelor analizate si analiza elementard prin tehnica
EDX. Din analiza calitativd a nanografenei modificate cu Cupru sferoidal se pot observa
particulele sferice inglobate in matricea organica (Figura 5.3 (a)). Adaugarea oleamidelor O1
si 02 (Figurile 5.3. (b) si (c)) a facilitate prezenta canalelor/porilor necesari in metoda de
analiza stocastica pentru dezvoltarea semnalului stocastic. Analiza semi-cantitativd EDX a
aratat ca elemental relevant este C (98,6 % in greutate), urmat de O (0,64 % in greutate), Cu
(0,43% in greutate) si S(0,33% 1n greutate)

»
100 um’ o B s

A 0.70 1.40 2.10 2.80 3.50 4.20 keV
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Cu
<} ___Cu i

0.70 140 210 280 350 420 keV

Figura 5.3. Imagini SEM si spectre EDX ale:(a) pastei care contine nanografene si Cu
sferoidal; (b) pastei care contine nanografene si Cupru sferoidal modificate cu O1;(c) pastei
care contine nanografene si Cupru sferoidal modificate cu O2.

5.3.2. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici

S-a aplicat un potential de 125 mV si biomarkerii se duc unul cate unul in porul
oleamidei. In timp ce intrd in por, aceasta il blocheazi si intensitatea curentului scade la 0 A.
Timpul petrecut in aceasta etapa se numeste semnatura biomarkerului si este data de valoarea
torr. In etapa urmatoare, biomarkerul suferd procese de legare, precum si procese redox — timpul
petrecut pentru aceste procese fiind cunoscut sub numele de ton — si utilizat pentru masuratori
cantitative.

Tabelul 5.1. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici atunci cand sunt

utilizati pentru determinarea HER-1, HER-2 si heregulin-a.

Microsenzor

stochastic pe Domeniu linear . . o
Semnatura Ecuatie de calibrare; Sensibilitate LOQ
baza de de concentratie _ '
toff (S) coeficient de corelatie, r* (spgmLY)  (pg mL?Y)
nanografene, (g mL?)
Cu sferoidal si
HER 1
3.90x1073- 1/ton= 0.03 +7.99xC
1.2 7.99 0.39
3.90x10°® r=0.9998
01 HER 2
3.90x1072- 1/ton=0.01 + 1.55%102xC
4.2 1.55%10? 3.90
3.90x1071° r=0.9993
Heregulin-a
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2.56x10712- 1/ton= 0.15 + 3.01x103xC
2.3 3.01x103 2.56
6.40x10°1 r=0.9998
HER 1
’ 3.90x10- 1/ton= 0.05 + 9.97xC 007 »
o ' 3.90x10°8 r=0.9998 '
HER 2
3.90x10712- 1/ton= 0.01 + 1.10x10%xC
3.4 1.10x10° 3.90
3.90x10°20 r=0.9999
Heregulin-a
5.12x10722- 1/ton= 0.01 + 4.30x10%xC
2.3 4.30x10% 0.51
1.28x10711 r=0.9999

*<C>= pg mLY; <ton>=s; LOQ - limita de cuantificare.

In primul rand, au fost inregistrate diferite semnituri (valori tof) pentru HER-1, HER-
2 si heregulin-a pentru fiecare dintre microsenzorii stocastici, dovedind ca cei trei biomarkeri
comparabile (ca ordin de marime) pentru ambii microsenzorii atunci cand au fost utilizati
pentru testarea HER-1 si HER-2. Un ordin de mirime mai mare (10*) a fost inregistrat pentru
sensibilitatea microsenzorului bazat pe O2, atunci cand a fost analizata heregulin-a.

Un interval de concentratie de lucru mai larg a fost inregistrat pentru analiza HER-1,
atunci cand a fost utilizat microsenzorul bazat pe O1. Pentru analiza HER-2, s-a inregistrat
acelasi interval de concentratie de lucru pentru ambii senzori, in timp ce pentru analiza
heregulinei-o, s-a obtinut un interval de concentratie liniard mai larg pentru microsenzorul
bazat pe O2. Cea mai mica limita de cuantificare pentru HER-1 a fost obtinuta atunci cand a
fost utilizat microsenzorului bazat pe O1, in timp ce cea mai mica limitd de cuantificare pentru
heregulin-a a fost obtinuta utilizand microsenzorul bazat pe O2. Aceeasi valoare a fost obtinuta
folosind ambii microsenzori, atunci cand au fost utilizati pentru testarea HER-2. In consecinti
microsenzorul stocastic de alegere este cel bazat pe O2. A fost evaluata fiabilitatea proiectului,
precum si stabilitatea in timp a microsenzorului propus.

Au fost proiectate zece din fiecare tip de microsenzor si utilizate timp de o luna pentru
testarea HER-1, HER-2 si heregulin-a. In aceastd perioadi de timp, au fost inregistrate

e w e

masurdtorile efectuate pe parcursul unei zile au aratat ca valorile RSD% pentru variatia
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g vy

pentru HER-2 si 0,07% pentru heregulin-o, in urma tipului de microsenzor, dovedind o
proiectare foarte fiabila (reproductibild) a microsenzorilor stocastici propusi. Atunci cand au
fost utilizate timp de o luna, variatiile de sesibilitate au fost de 0,21% pentru testul HER-1,
0,25% pentru testul HER-2 si 0,18% pentru testul heregulin-a, in ciuda tipului de microsenzor,
dovedind stabilitatea microsenzorilor in timp.

5.3.3. Masuratorile de stabilitate si reproductibilitate

Au fost proiectat 10 senzori din fiecare dintre cele doua tipuri (pe baza O1 si O2) si s-

au efectuat masuratori zilnice timp de o luna. Masuratorile pentru fiecare tip de senzor au

10wy

senzorul stocastic pe baza de O1 a fost mai mica de 0,10%, 1n timp ce pentru senzorul stocastic
pe baza O2 a fost mai micd de 0,15%; acest lucru a dovedit cd senzorii sunt stabili timp de cel
putin o lund, atunci cand se efectueaza masuratori zilnice.

5.3.4. Selectivitate

Selectivitatea microsenzorilor stocastici este data de diferenta dintre semnaturile
(valorice toff) Inregistrate pentru HER-1, HER-2 si heregulin-a si cele obtinute pentru alti
biomarkeri/substante din probele biologice. Posibilele specii interferente selectate au fost:
pS3, CEA, maspin si CA19-9.
Tabelul 5.2. Selectivitatea microsenzorilor stocastici utilizati pentru determinarea HER-1,

HER-2 si heregulin-a.

Microsenzor

Maspin, CEA, CA19-9, p53,
stocastic bazat pe . .
Semnatura Semnatura Semnatura Semnatura
nanographene,
sferiodal de Cu & (s) (s) (s) (s)
01 05 1.7 2.9 3.3
02 0.7 1.9 3.7 4.2

Rezultatele prezentate n tabelul 5.2 au dovedit ca maspin, CEA, CA19-9 si p53 nu au

interferat in determinarea HER-1, HER-2 si heregulin-a.
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5.3.5. Determinarea simultana ultrasensibild a HER-1, HER-2 si heregulin-a in sdngele

integral

Au fost analizate cu ajutorul celor doi microsenzori stocastici unsprezece probe de

sange integral de la pacienti confirmati cu cancer mamar. Recunoasterea a fost realizatd mai

ntai — pe baza identificarii valorii toff (semnatura) specifica pentru HER-1, HER-2 si

heregulin-a in diagramele obtinute cu ajutorul microsenzorilor stocastici propusi (Figura

5.2.). Imediat dupa citirea valorilor toff, au fost citite valorile ton corespunzatoare. Valorile ton

au fost utilizate pentru a determina concentratiile de HER-1, HER-2 si heregulin-a in probele

de sange integral, in conformitate cu metoda stocasticd descrisa mai sus. Rezultatele obtinute

Tn urma screening-ului probelor de sange integral sunt prezentate in Tabelul 5.3.

Tabelul 5.3. Rezultatele obtinute pentru testul ultrasensibil al HER-1, HER-2 si

heregulin-a in sangele integral, utilizand microsenzori stocastici (N=10).

Proba pg mL?, HER 1 pg mL?, HER 2 pg mL, Heregulin-a
Nr.
Microsenzor stocastic pe baza de Cu sferoidal si
o1 02 o1 02 0o1 02
1 1.93+0.02 1.97+0.03 193.75+0.04 192.04+0.03 1.36+0.02 1.15+0.03
2 5.87+0.03 6.12+0.02 169.79+0.03 169.97+0.05 2.48+0.03 2.44+0.02
3 3.48+0.03 3.50+0.03 256.24+0.05 251.08+0.04 3.76x£0.03 3.25+0.02
4 0.92+0.03 0.99+0.01 224.65+0.03 227.09+0.05 0.97+0.04 1.01+0.01
5 3.49+0.01 3.23+0.03 528.13+£0.05 531.25+0.05 1.49+0.01 1.92+0.02
6 5.87+0.03 5.30+£0.03 256.20+0.03 258.43+0.04 0.93+0.01 0.89+0.02
7 1.90+0.02 1.98+0.01 357.16+0.04 359.81+0.05 0.63+0.02 0.60+0.03
8 1.89+0.02 1.92+0.02 222.65+0.05 229.81+0.05 1.55+0.02 1.34+0.01
9 5.87+£0.03 5.90+0.04 195.01+0.04 197.78+0.03 2.48+0.01 2.46x0.02
10 3.47+0.04 3.19+0.02 192.51+0.03 194.30£0.05 1.59+0.02 1.92+0.01
11 0.89+£0.01 0.92+0.02 221.14+0.05 221.03+£0.03 1.50+0.02 1.58+0.01
t-test 2.57 2.17
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S-au obtinut corelatii foarte bune intre rezultatele obtinute cu ajutorul celor doi microsenzori
stocastici. S-a efectuat, de asemenea, un test-t imperecheat la un nivel de incredere de 99,00%
(valoare t-teoretica tabulata: 4,032) pentru fiecare biomarker. Toate valorile-t calculate au
fost mai mici decat valoarea tabulata, demonstrand ca nu exista o diferentd semnificativa din
punct de vedere statistic intre rezultatele obtinute utilizand cei doi microsenzori stocastici
(Tabelul 5.3.). In consecinta, microsenzorii stocastici propusi pot fi utilizati in mod fiabil
pentru determinarea simultan ultrasensibild a HER-1, HER-2 si heregulin-a in probe de sange

integral.

5.4. CONCLUZII

Doi microsenzori stocastici pe bazd de nanografene decorate cu Cupru sferoidal,
modificat cu N-(piridina-3-il-metil) oleamida si N-(2-mercapto-1H-benzo[d]imidazol-5-il)
oleamida au fost utilizasi cu succes pentru determinarea ultrasensibila a HER-1, HER-2 si
heregulin-a in probe de sange integral.

Caracteristica principala a senzorilor este utilizarea lor ca noi instrumente in testele de

screening ale probelor de sange integral si de tesut pentru cancerul mamar.
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CAPITOLUL VI

TESTAREA ULTRASENSIBILA A 8-HIDROXI-2'-
DEOXIGUANOSINEI TN SANGELE INTEGRAL UTILIZAND
MICROSENZORI STOCASTICI PE BAZA DE NANOTUBURI

DE CARBON

6.1. INTRODUCERE

8-Hidroxi-2'-deoxiguanina (8-OHdG) este utilizata pentru a estima deteriorarea ADN-
ului la om dupa expunerea la agenti cauzatori de cancer, cum ar fi fumul de tutun, fibrele de
azbest, metalele grele si hidrocarburile aromatice policiclice. 8-OHdG este un biomarker critic
pentru carcinogeneza [327] si un biomarker discriminatoriu pentru detectarea precoce a
cancerului mamar [328,329]. Nivelurile de 8-OHdG indica stadiul si tipul de cancer mamar si
pot fi exprimate ca pmol mg™ ADN (0,25 pentru sanul normal, 0,98 pentru tumori benigne si
2,44 pentru tumori maligne [329]) sau ca pg mL™* (90,8 pentru sanul normal, 302 pentru tumori
benigne si 552 pentru tumori maligne, de asemenea, 810 pentru stadiul I, 510 pentru stadiul Il,
380 pentru stadiul III si 190 pentru stadiul IV [328]). Pana in prezent, cromatografia lichida de
inalta performanta [330,331], precum si testul imunoenzimatic [330] si senzorii optici [332] si
electrochimici [333] au fost propusi pentru determinarea 8-OHdG 1n probele biologice.

Au fost propusi doi microsenzori stocastici pe baza de paste de nanotuburi de carbon
cu un singur perete (SWCNT) si cu mai multi pereti (MWCNT), modificate cu a-ciclodextrina
(a-CD) pentru dozarea 8-Hidroxi-2'-deoxiguanina in sangele integral. Principiul determinarii
8-OHdG 1n sangele integral se bazeaza pe conductivitatea curentului: in etapa de analiza
calitativa, biomarkerul care intra in canal, il blocheaza, iar curentul scade pana la valoarea zero
pana cand intreaga molecula a biomarkerului intrd in canal (semnatura biomarkerului este
definita ca valoarea toff); etapa de cuantificare are loc in interiorul canalului — cand au loc
procesele de legare cu pretele canalului, precum si procesele redox — ton este valoarea masurata
(intre 2 valori toff) in diagrame, iar valoarea sa este legata de concentratia de 8-OHdG Tn probele

biologice.
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Selectarea SWCNT si MWCNT ca matrici a fost facuta deoarece acestea sunt structure
foarte stabile, care pot mentine canalele in forma stabild. a-CD a fost utilizatd ca modificator,

deoarece forma sa poate oferi canalele necesare pentru detectia stocastica.

6.2. PARTEA EXPERIMENTALA

6.2.1. Materiale, metode si reactivi

SWCNT, MWCNT, o-CD, 8-OHdG si componentele necesare pentru prepararea
solutiei tampon (pH=7,5). Metoda dilutiei in serie a fost utilizata pentru a obtine solutii de 8-
OHAG cu concentratii intre 1x10 si 1x102 g mL? necesare pentru determinarea
caracteristicilor de raspuns ale senzorilor stocastici.

6.2.2. Proiectarea microsenzorilor stocastici

100 mg din fiecare dintre SWCNT si MWCNT au fost amestecate cu ulei de parafina
pentru a forma paste omogene. La fiecare dintre paste s-au adaugat 100 uL de solutie de a-CD
de 1x103mol L pentru a forma pastele modificate. Fiecare dintre paste a fost plasati intr-un
tub 3D imprimat in laboratorul nostru cu ajutorul imprimantei 3D, avand un diametru intern al
partii active a microsenzorului de 25u. Contactul electric cu circuitul extern a fost stabiliti cu
ajutorul unui fir de Ag. Atunci cand nu sunt utilizati, microsenzorii stocastici au fost plasati
ntr-o cutie uscata.

6.2.3. Aparatura

Celula electrochimica a cuprins microsenzorul stocastic (ca senzor de lucru), un
electrod de referinta Ag/AgCl si un fir de Pt ca electrod auxiliar. Toate masuratorile au fost
efectuate la 125mV fata de Ag/AgCl si 25°C.

Morfologia pastelor studiate pe bazd de MWCNT a-CD si SWCNT o-CD au fost
investigate cu ajutorul microscopiei electronice cu scanare (SEM). Pentru a obtine o rezolutie
buna a imaginilor microscopice, pastele au fost analizate folosind detectorul LFD (vid redus),
la o tensiune 1naltd (HV) de 30 KV si o marime de 1600X.

6.2.4. Metoda stocastica

Pentru masuratorile ton si toff S-a utilizat o metoda cronoamperometrica la un potential
constant (125 mV vs Ag/AgCl). Pe baza valorii tofr, 8-OHdG a fost identificat in diagramele
inregistrate cu microsenzorii stocastici si, ulterior, valoarea lui ton a fost citita si utilizata pentru
determinarea concentratiei de 8-OHdG (Figura 6.1.). Concentratiile necunoscute de 8-OHdG

in probele de sange integral au fost determinate din ecuatia de calibrare 1/ton = @ + bXCs-oHdc
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inregistrata cu fiecare dintre senzorii pentru 8-OHdG. Parametrii a si b din ecuatiile de calibrare
au fost determinati prin metoda regresiei liniare.

tosr

200x10°"2 4

100x10"2 4

1(A)
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-200x10°* 4 t
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20x10"2 4

1(A)

0

-20x10"'% A

-40x10°'2 -

-60x10°'2 -

0 100 200 300 400
Time (5)
(b) MWCNT
Figura 6.1. Exemple de diagrame obtinute pentru depistarea probelor de sange
integral cu ajutorul microsenzorilor stocastici pe baza de a) SWCNT si b) MWCNT.

6.2.5. Probe

Probele de sange integral au fost obtinute de la Spitalul Universitar Bucuresti
(aprobarea comitetului de etica nr. 11/2013). Celula electrochimica a fost Incarcata cu proba
biologica si, dupa inregistrarea diagramei si identificarea semnaturilor de 8-OHdG,
concentratiile necunoscute de 8-OHdG, concentratiile necunoscute de 8-OHdG in probele de

sange integral au fost determinate utilizand metoda stocastica descrisa mai sus.
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6.3. REZULTATE SI DISCUTII

6.3.1. Morfologia suprafetei active a microsenzorilor stocastici
Figura 6.2. prezinta imagini SEM ale a-CD MWCNT (a) si a-CD SWCNT (b). Se pot

observa aglomerari de particule si canale in formatiuni asimetrice.

(a) (b)
Figura 6.2. Imagini SEM pentru a- CD MWCNT (a) si a-CD SWCNT (b)

Caracteristicile de raspuns ale senzorilor sunt prezentate in Tabelul 6.1.

Tabelul 6.1. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici pe baza de CNT si a-

CD
Microsenzor -
) Domeniul linear o Limita de
stocastic pe | Semnatura | Ecuatie de calibrare* | Sensibilitate, )
de concentratie determinare
baza a-CD toff, S R stglmL
_ gmL*? gmL*?
si
SWCNT 1.2 1/t5n=0.03+2.64x10%C
1x1012-1x10 2.64x10* 1x10712
r=0.9999
MWCNT 0.7 1/ton=0.07+7.38x10'C
1x1012-1x108 | 7.38x10’ 1x1012
r=0.9998

<C>=gmL? <tor,>=s

Intervalul de concentratie liniard mai larg (1x102-1x10° mg L) a fost inregistrat
atunci cand a fost utilizat microsenzorul bazat pe SWCNT, in timp ce cea mai mare sensibilitate
(7.38x107 s g mL) a fost inregistrati atunci cand a fost utilizat microsenzorul bazat pe
MWCNT. Tipul de nanotube de carbon (SWCNT/MWCNT) nu a influentat limita de
determinare a 8-OHdG (1x10*2 mg L™). In comparatie cu senzorul electrochimic propus de

Thanghatthanarungruang et al. [7] care raporteazi un interval linear de concentratie de 1x10°-
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5x10° mol L%, si o limitd de determinare de 3.06x10” mol L™, senzorii propusi au prezentat
intervale liniare de concentratie mai larga si limite de determinare mai mici.
A fost evaluata fiabilitatea proiectului, precum si stabilitatea in timp a microsenzorilor

stocastici. Zece din fiecare tip de microsenzori au fost proiectati si utilizati timp de 1 luna

e ey

1o,

fost de 0,10% pentru microsenzorul bazat pe SWCNT si de 0,05% pentru microsenzorul bazat
pe MWCNT, ceea ce dovedeste cd proiectarea microsenzorilor stocastici este fiabild. Atunci
microsenzorul bazat pe SWCNT si de 0,08% in cazul microsenzorului bazat pe MWCNT, ceea
ce dovedeste stabilitatea microsenzorilor in timp.

6.3.2. Determinarea ultrasensibili a 8-OHdG n sangele integral

Cele zece probe de sange integral de la pacienti la care s-a confirmat cancerul mamar
au fost analizate cu ajutorul celor doi microsenzori stocastici. Recunoasterea de tipare a fost
realizata mai intdi — pe baza identificarii valorii toff (semnatura) specifica pentru 8§-OHdG in
diagramele obtinute cu ajutorul microsenzorilor stocastici propusi (Figura 6.1.). Imediat dupa
citirea valorilor tofr, intre doua valori tofr, au fost citite valorile ton corespunzatoare. Valorile ton
au fost utilizate pentru a determina concentratiile de 8-OHdG in probele de sange integral, Tn
conformitate cu metoda stocasticd descrisd mai sus. Rezultatele obtinute in urma analizei
probelor de sange integral sunt prezentate in Tabelul 6.2.

Tabelul 6.2. Determinarea concentratiei de 8-hidroxi-2'-deoxigozigozina in probele de sange

integral.
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, pg mL*
Sample Stochastic microsensor based on
No a-CD and ELISA
SWCNT MWCNT
1 198.02+0.02 201.00+0.03 200.03+0.14
2 150.08+0.01 155.30+0.03 151.47+0.12
3 488.18+0.02 487.43+0.01 485.95+0.11
4 184.24+0.01 184.15+0.02 184.00+0.13
5 185.95+0.03 186.00+0.01 184.32+0.12
6 366.12+0.01 363.99+0.03 364.02+0.15
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7 287.46+0.02 288.03+0.01 287.95+0.21

8 576.18+0.02 576.54+0.02 576.02+0.30

9 213.65+0.01 213.15+0.04 211.98+0.18

10 174.86+0.02 174.27+0.03 175.02+0.23
t-test 2.21 2.19 -

S-au obtinut corelatii foarte bune intre rezultatele obtinute cu ajutorul celor doi
microsenzori stocastici si ELISA. Testul-t a fost efectuat la un nivel de incredere de 99,00%
(valoare t teoretica tabulata: 4,032) pentru fiecare microsenzor. Toate valorile-t calculate au
fost mai mici decat valoarea tabulate, demonstrand ca nu existd o diferenta semnificativa din
punct de vedere statistic Intre rezultatele obtinute cu ajutorul celor doi microsenzori stocastici
(Tabelul 6.2.). In consecinta, microsenzorii stocastici propusi pot fi utilizati in mod fiabil pentru

determinarea ultrasensibila a 8-OHdG in probele de sange integral.

6.4. CONCLUZII

Microsenzorii stocastici pe bazd de a-CD/CNT cu un singur sau mai multi pereti s-au
dovedit a fi capabili sa determine concentratia de 8-OHdG 1intr-un interval linear larg de
concentratie, acoperind de la persoane sdnatoase pana la pacienti aflati In ultimul stadiu al
cancerului mamar. Cea mai mare sensibilitate a fost inregistratd pentru senzorul stocastic bazat
pe MWCNT. Microsenzorii stocastici propusi se caracterizeaza prin utilizarea lor ca
instrumente de screening pentru diagnosticarea precoce a cancerului mamar, precum si pentru
determinarea stadiului cancerului mamar. Principalele avantaje sunt: exista teste rentabile, nu
este necesard o testare in prealabil a probei inainte de masuratori; rezultatele pot fi obtinute in

cateva minute.
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CAPITOLUL VI

DETERMINAREA D-SERINEI DIN PROBE DE SANGE
INTEGRAL FOLOSIND UN SENZOR ELECTROCHIMIC PE

BAZA DE ZINC (II) - 5 (4-CARBOXIFENIL)-10, 15, 20-TRIS (4-
FENOXIFENIL) PORFIRINA

7.1. INTRODUCERE

ser sau urind, majoritatea cer cercetatorilor sa aiba incredere in tehnicile HPLC

Tn determinare concentratia de D-serina din probe biologice umane, inclusiv sange,
(cromatografie lichida de Tnalta presiune) [346] si LC-MC (cromatografie lichida-

spectrometrie de masa) [347-349].

Unele dintre proprietatile porfirinei pot fi atribuite materialelor nanostructurate pe
baza de derivati de porfirind, si anume metaloderivati, care au unele dintre caracteristicile

optime 1n aplicatii electrochimice, fiind utilizati ca modificatori.
Acesti metalderivati includ un nucleu de porfirind care are in structura sa o conjugare
suplimentara de electroni, iar introducerea unui ion metalic, are ca rezultat intensificarea
capacitatii de miscare a electronilor. Dintre ionii metalici, cei cu cel mai crescut
comportament electrocatalitic sunt reprezentati de cupru, nichel, fier [366] si cobalt.
Senzorii care au fost conceputi cu ajutorul pastelor de carbon si aur [367] s-au dovedit

a fi importanti in detectarea analitilor clinici [368] si farmaceutici, datorita fiabilitdtii
demonstrate in furnizarea de informatii analitice utile; imbunatatirea senzorilor cu material

adecvat a amplificat raspunsul senzorilor [368, 369-374].
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Utilizarea senzorilor electrochimici pentru analiza biomedicala [353-361] are multe
avantaje: metoda este rapida si fiabila, iar proba nu necesita nici o pretratare [362-364].

Posibilul mecanism al oxidarii electrochimice a D-serinei este ilustrat in Figura 7.2,
detectia D-serinei facandu-se prin intermediul produsului stoichiometric al peroxidului de
hidrogen, in timpul procesului de oxidare a D-serinei. Metoda propusa a fost voltametria cu

impulsuri diferentiale (DPV). Senzorul a fost validat folosind probe de sange integral.

T
-¢ + NH;+ H,0,
H,0
HO OH HO H OH
NH,
Figura 7.2. Mecanismul posibil al oxidarii electrochimice a D-serinei pe suprafeta

pastei de nanografene modificate.

7.2. PARTEA EXPERIMENTALA

7.2.1. Materiale si reactivi
L- si D-serina, D-triptofanul, D-arginina, acidul D-aspartic, Zn (I1)-5(4-carboxifenil)-
10,15,20 — tris(4-fenoxifenil) porfirina si pulbere de nanografene. Solutiile de D-Serina au fost

preparate proaspat, in fiecare zi, in solutie tampon de fosfat (PBS, pH=7,5).

7.2.2 Aparaturd

Toate masuratorile experimentale au fost efectuate cu ajutorul unui
AUTOLAB/PGSTAT 302 (Metrohm, Utrecht, Olanda), conectate la un computer pentru
achizitia de date. Celula electrochimica este formata din trei electrozi: un electrod de referinta
(Ag/AgCI, 0,1 mol/L KCI), un electrod de lucru (senzorul electrochimic propus) si un

contraelectrod (fir de platind).

7.2.3. Proiectarea senzorului electrochimic
Pulberea de nanografene a fost amestecata cu ulei de parafind pentru a obtine o pasta
omogena, care a fost modificatd ulterior cu Zn(I1)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris(4-

fenoxifenil) porfirina. Un varf de plastic a fost umplut cu pastd de nanografene modificata.
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Contactul electric a fost un fir de Ag. Suprafata senzorului a fost spdlatd cu apa deionizata si

lustruitd cu hartie Tnainte de fiecare utilizare.

7.2.4. Procedura recomandatdi

Misuritorile DPV au fost efectuate la 25°C pentru fiecare solutie standard (10310
Bmol/L). S-au misurat intensititile inaltimilor varfurilor si li s-a gisit ecuatia de calibrare
folosind metoda regresiei liniare. Concentratiile necunoscute au fost calculate din ecuatia de
calibrare determinate statistic.

Parametrii de lucru au fost urmatorii: viteza de scanare a fost de 10 mV s, intervalul

de potential de 1a -0,5 la -0,1V si amplitudinea de modulare de 25 mV.

7.2.5. Probe biologice

Probele de sange integral au fost obtinute de la Spitalul Universitar de Urgenta
Bucuresti (aprobarea comitetului de etica nr. 75/2015) de la 3 pacienti diferiti diagnosticati cu
cancerul mamar. Aceste probe au fost utilizate pentru dozarea directd a D-serinei fara niciun

fel de pretratament.

7.2.6. Studii de selectivitate

Studiul selectivitatii senzorului electrochimic a fost realizat fata de: D-trp, D-Glu, D-
Srg, L-Ser si acid D-aspartic. Pentru a determina selectivitatea senzorului electrochimic propus,
coeficientii de selectivitate amperometrica au fost determinati prin metoda solutiilor mixte
pentru a determina dacd existd interferente. Solutiile au fost pregatite conform metodei
solutiilor mixte, Tnainte de masurdtori, luand in considerare raportul de 1:10 (mol/mol) intre D-
ser si interferent. Metoda a fost utilizatd pentru o buna intelegere a utilizarii electrodului in
conditii eficiente, fiind astfel o procedura recomandata pentru determinarea coeficientilor de

selectivitate amperometrica.

7.3. REZULTATE SI DISCUTII

7.3.1. Raspunsul caracteristic al senzorului electrochimic propus

DPV a fost utilizat pentru a determina caracteristicile de raspuns ale senzorului
electrochimic. Voltamogramele utilizate pentru calibrarea senzorului propus au fost prezentate

n Figura 7.3.
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Figura 7.3. Voltammograma cu impulsuri diferentiale obtinuta pentru D-serina la diferite
concentratii. Parametrii de lucru au fost urmdtoarii: viteza de scanare a fost de 10 mV s,
intervalul de potential de la -0,5 la -0,1V si amplitudinea de modulare de 25 mV.

Potentialul de jumitate de und a fost inregistrat la -0,248 mV pentru 1x10® mol/L D-serini.
Figura 7.4. prezinta curba de calibrare. Caracteristicile de raspuns obtinute au fost: intervalul
linear de concentratie a fost cuprins intre 1x10™2 mol/L x 1x10° mol /L, iar limita de
determinare a fost de 5x10"*3 mol/L. Ecuatia de calibrare a fost:
1)
1 =3.02x1071% + 0.52 X Cp_gserine

unde I este curentul in A, Cp-serina €ste concentratia de D-serina in mol/L. Coeficientul de

limitd de detectie scazutd (0,5 pmol/L) pentru D-serina. Intervalul linear de concentratie este

larg.

10

10 19x | (A)
(=]

0 2 4 6 8 10 12

101%x D-Serine Conc(mol/L)

Figura 7.4. Graficul de calibrare obtinut pentru D-serina folosind pasta de nanografene

modificata pe baza de pasta nanometrica.
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In comparatie cu senzorul stocastic propus anterior pentru determinarea D-serinei
[373], senzorul electrochimic propus a prezentat o sensibilitatea mai buna; de asemenea,
determinarea D-serinei cu acest senzor electrochimic poate fi efectuata mai rapid.
7.3.2. Selectivitatea senzorului electrochimic
Coeficientii de selectivitate amperometrica au fost determinati folosind urmatoarea
ecuatie [374]:
)

Al j(amp) = (%— 1) *j—;
unde Ki; amp) este coeficientul de selectivitate amperometrica,
Al= Al Alp,

unde Al; este intensitatea totala a curentului, Alp este intensitatea curentului inregistrat
pentru solutia alba, Ali= Ali-Alp, unde Al; este intensitatea curentului Tnregistrat pentru ionul
principal, Cisi ¢jsunt concentratiile ionului principal si ale ionilor interferenti.

Metoda solutiei mixte a fost utilizatd pentru determinarea potentialilor interferenti in
dozarea D-ser. Valorile obtinute pentru coeficienti sunt prezentate in Tabelul 7.1.

Tabelul 7.1. Coeficienti de selectivitate amperometrica.

B ) Interferent amp
Parametrii Analit L
(10M)
viteza de scanare D-Trp 1.05x10*
10 mV st
D-Glu 2.09x10°3
domeniul de potential
D_Seriné D‘Arg 145)(10-3
-05+0.1V
(10*M)
—— L-Ser 1.14x103
amplitudinea de
modulatie
25mV D-Asp Acid 7.37x10"

Coeficientii amperometrici au fost determinati folosind acelasi potential care a fost

utilizat pentru determinarea D-serinei cu ajutorul senzorului propus. Rezultatele arata ca nu
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existd nicio interferentd a D-Trp si a acidului D-Asp si o interferenta scazuta a D-Glu, D-Arg
si L-ser in determinarea D-serinei.
7.3.3. Determinarea D-serinei in probe de sange integral
DPV a fost utilizat pentru determinarea D-serinei in trei probe de sénge integral. Celula
electrochimica care continea cei trei electrozi a fost scufundata in celula care a fost umpluta cu
probe de sange integral. Rezultatele masuratorilor sunt prezentate in Tabelul 7.2. Un exemplu
de voltamograma obtinuta pentru proba de sange integral este prezentat in Figura 7.5., care este
o madrire a insertiei, pentru o mai buna intelegere. Pentru a efectua testul de recuperare, a fost
adoptat urmatorul mecanism: D-serina a fost mai ntdi determinate din probele de sange
integral, apoi s-au adaugat cantitati cunoscute de D-serind. Cantitatile recuperate au fost
comparate cu cele care au fost introduce in probele biologice. O metoda clasica a fost utilizata
pentru a determina D-serina din proba biologica. Rezultatele obtinute cu ajutorul DPV au fost
in bund corelatie cu rezultatul obtinut prin HPLC, dar in general, s-au obtinut rezultate mai
bune folosind electrochimia (Tabelul 7.2.).
10
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Figura 7.5. Exemplu de voltamograma obtinuta pentru determinarea D-serinei in proba de
sange integral. Parametrii de lucru au fost urmitorii: viteza de scanare a fost de 10 mV s,
intervalul de potential -0,5 + 0,1 V, si amplitudinea modulatoare este de modulatie 25 mV.
Tabelul 7.2. Determinarea D-serinei Tn probele de sange integral utilizand senzorul
electrochimic propus (rata de scanare a fost de 10 mV s, intervalul de potential -0.5 + 0.1V,
si amplitudinea de modulatie 25mV) si datele HPLC.
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[Jmol L, D-serina
Proba Nr.
DPV Electroanalysis* HPLC [11]
1 2.57+0.12 2.50+1.14
2 2.86+0.13 2.70+1.20
3 3.80+0.12 3.20+1.40

*Utilizarea senzorului electrochimic propus

7.4. CONCLUZII

A fost propus un senzor electrochimic bazat pe imobilizarea fizica a Zn(II)-5(4-
carboxifenil)-10,15,20-tris (4 fenoifenil) porfirinei pentru analiza D-serinei in probele de sange
integral. Senzorul electrochimic a prezentat o selectivitate ridicata, precum si limite scazute de
detectie si determinare si o sensibilitate ridicatd. Senzorul a fost validat folosind probe de sange

integral.
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CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE DE VIITOR

CONCLUZII GENERALE

Pe parcusul anilor s-a observat o evolutie in progresia metodelor de analiza in domeniul
biomedical, farmaceutic, chimic si fizic cu scopul de a dezvolta anumite metode inovative, de
ultimd generatie pentru imbunatatirea detectiei si prevenire prin screening a cancerului.
Markerii tumorali (CA15-3, CEA, HER-1, HER-2, heregulin-a, 8-OHdG) studiati in cadrul
tezei de doctorat au un rol important in aflarea rapida si diagnosticarea anumitor boli prin
prevenirea, vindecarea sau stoparea din evolutie a acestora.

Scopul tezei doctorale a constat in dezvoltarea unor metode pentru determinarea
compusilor de interes biomedical bazate pe designul senzorilor stocastici. In partea
experimentald am inclus realizarea, constructia si validarea senzorilor stocastici pe baza de
materiale functionale (cupru, zinc, grafend, diamant), modificati cu anumite materiale
electroactive (nanopulbere de carbon, clorura de pentafluorofenil, porfirind). In analiza si
validarea metodelor stocastice au fost utilizate probe de tip biologic (sange) obtinute prin
colaborare cu Spitalul Universitar din Bucuresti.

Determinarea D-serinei si D-leucinei a fost un factor cheie in realizarea si utilizarea
senzorilor stocastici enantioselectivi pentru screening-ul de probe biologice (sangvine - probe
de sange integral). In urma analizei enantioselective a probelor de sdnge integral obtinute atat
de la pacienti confirmati cu cancer mamar, cat si de la voluntari sanatosi, s-a depistat doar
prezenta enantiomerului D-serina la pacientii cu cancer, nu si la voluntarii sanatosi.

Valorile rezultate in urma utilizarii senzorului au ardtat ca exista o buna corelatie intre
rezultatele obtinute prin metoda stocasticd st ELISA. Aceastd metoda a demonstrat cd D-serina
poate fi un biomarker pentru diagnosticarea precoce a cancerului mamar.

Testarea biomarkerilor a fost determinatd simultan cu ajutorul a trei microsenzori
stocastici pe bazd de nC modificate cu nanoparticule de aur si doud porfirine (tetrafenil,
tetrakis) in dozarea simultana a CEA, CA15-3 si HER-2, deoarece un test de depistare bazat pe
analiza simultand a acestora va furniza mai multe informatii despre diagnosticarea si
tratamentul personalizat al cancerului mamar.

Pentru determinarea ultrasensibila a celor trei biomarkeri, HER-1, HER-2 si heregulin-
a, doi microsenzori stocastici pe baza de nanografene decorate cu Cupru sferiodal si modificati
cu N-(piridina-3-il-metil) oleamida si N-(2-mercapto-1H-benzo[d]imidazol-5-il) oleamida au

fost utilizati cu succes in probe de sdnge integral. O caracteristicd principala a acestor senzori
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este utilizarea lor ca noi instrumente in testele de screening ale probelor de sange si a tesutului
tumoral. Un domeniu amplu de concentratie a fost obtinut analizind HER-1 in urma folosirii
microsenzorului bazat pe O1, pentru analiza HER-2, s-a inregistrat un interval de concentratie
de lucru identic pentru ambii senzori, in timp ce in urma analizei heregulin-o s-a obtinut un
interval de concentratie mai larg pentru microsenzorul pe baza de O2.

Determinarea concentratiei de 8-OHdG Tintr-un interval linear care cuprinde atat
persoane sanatoase, cat si voluntari aflati in ultimul stadiu al cancerului mamar a fost dovedita
prin utilizarea microsenzorilor stocastici pe baza de a-CD/CNT cu perete unic sau cu pereti
multipli. Senzorul stocastic bazat pe MWCNT a prezentat cea mai mare sensibilitate
inregistratd pentru determinarea 8-OHdG, in schimb utilizarea microsenzoului bazat pe
SWCNT a inregistrat o sensibilitate mai micd. Microsenzorii stocastici propusi se
caracterizeaza prin utilizarea lor ca instrumente de screening pentru diagnosticarea precoce a
cancerului mamar. Unele din principalele avantaje al senzorilor o reprezinta rentabilitatea
acestora, faptul ca nu este necesara O pre-tratare a probei inainte de masuratoare, astfel
obtinandu-se un rezultat in cateva minute.

In recunoasterea moleculard a D-serinei utilizand senzorul electrochimic bazat pe
imobilizarea fizica a Zn(lI1)-5(4-carboxifenil)-10,15,20-tris(4 fenoifenil) porfirinei, acesta a
prezentat o selectivitate si o sensibilitate ridicata, cat si o limitd de detectie scazutd pentru
determinarea D-serinei din probe biologice. Noua tehnica prezentata, DPV, a fost utilizata
pentru determinarea caracteristicilor de raspuns a senzorului electrochimic. Noile metode
propuse pot fi utilizate pentru testelele de screening rapid Tn probele de sange pentru

diagnosticarea cancerului mamar.

CONTRIBUTII ORIGINALE

Scopul fundamental al tezei de doctorat a fost: dezvoltarea metodelor inovative in
diagnosticare prin utilizarea senzorilor stocastici (electrochimici) pe bazd de materiale
functionale: cupru, zinc, grafend, diamant, cat si folosirea urmatoarelor materiale electroactive:
nanopulbere de carbon, clorura de pentafluorofenil, porfirina, N-(piridina-3-il-metil) oleamida
si N-(2-mercapto-1H-benzo[d]imidazol-5-il) oleamida. Detectia diferitelor substante de interes
biomedical (CA15-3, CEA, HER-1, HER-2, Heregulin-o, 8-OHdG) a fost realizata prin
utilizarea analizei stocastice pentru identificarea biomarkerilor specifici cancerului mamar din
probe biologice. De o importantd deosebitda a fost identificarea D-serinei si D-leucinei ca

posibili biomarkeri Tn diagnosticarea precoce a cancerului mamar.
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PERSPECTIVE IN DEZVOLTAREA ULTERIOARA

In observarea si analizarea ulterioard a unor noi biomarkeri sau a unui panel de
biomarkeri, pot fi propuse metode inovative de screening bazate pe senzori electrochimici, care
pot utiliza materiale functionale si electroactive ducand la analiza si raspunsul rapid, concis si
corect In diagnosticarea precisa a anumitor afectiuni din tesuturile tumorale. Prin diagnosticare
precoce a diferitelor afectiuni prin utilizarea screeningului populatiei cu sau fara factor de risc,
detectia markerilor tumorali cu ajutorul senzorilor stocastici poate fi utilizatd prin introducerea
unui tratamentul personalizat.

Ca si perspectiva de viitor, se urmareste ca validarea senzorilor stocastici sa fie facuta
prin implementarea in unitati medicale, laboratoare clinice si cabinete individuale pentru

utilizarea lor ca si metode de screening rapid.
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ANEXA 1

LISTA LUCRARI PREZENTATE LA CONFERINTE

POSTER SI PREZENTARE ORALA

1. CARBON NANOPOWDER BASED STOCHASTIC SENSOR FOR
ULTRASENSITIVE ASSAY OF CA 15-3, CEA AND HER2 IN WHOLE BLOOD authored
by: Oana-Raluca Musat, Raluca-loana Stefan-van Staden, Damaris-Cristina Gheorghe,
Ruxandra-Maria llie-Mihai, Jacobus Frederick van Staden, presented at the XVIII th
International Symposium PRIOCHEM “Priorities of Chemistry for a Sustainable
Development” October 26-28, 2022.

66



Metode inovative pentru diagnosticarea cancerului mamar

ANEXA 2

ARTICOLE SI PUBLICATTI:
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F.1.=2.267.

2. Stefan-van Staden R.-1., Musat Oana-Raluca; Gheorghe, D.-C.; llie-Mihai, R.-M.;
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of CA 15-3, CEA and HER2 in Whole Blood. Nanomaterials 2022, 12, 3111.
https://doi.org/10.3390/ nano12183111, F.1.=5.719.
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STADEN, Determination of d-serine from whole blood samples using an electrochemical
sensor based on zinc (ii) — 5(4-carboxyphenyl)-10,15,20- tris(4 phenoxyphenyl)porphyrine ,
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1. Ultrasensitive assay of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in whole blood using carbon

nanotubes based stochastic microsensors, Electrochem Comm, Raluca-loana Stefan-van
Staden, Oana-Raluca Musat.
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