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Introducere

Diagnosticul anatomopatologic reuneste o serie larga de specialitati medicale atat chirurgicale,
cat si clinice, fiind indispensabil in managementul pacientilor cu leziuni neoplazice. Acest diagnostic se
pune in principal in doua moduri:

¢ Morfologic pe baza unor aspecte calitative, folosind microscopul optic;
e Molecular pe baza expresiei moleculare, folosind tehnici de imunohistochimie.

Analiza profilului molecular prin tehnici imunohistochimice are la baza folosirea de coloratii
speciale pe sectiuni tisulare pentru a evidentia prezenta sau absenta unui marker.

Totusi, aceste metode sunt limitate la nivelul tesutului tumoral fara a tine cont de efectul
sistemic al prezentei tumorale. De asemenea, diagnosticul tumoral de certitudine se pune tot de catre
anatomopatolog pe baza analizei caracteristicilor celulare. Toate tehnicile actuale sunt costisitoare si
necesita o duratd indelungata de timp, iar majoritatea folosesc material tisular obtinut pe cale invaziva.

In contextul acestor deficite, in cadrul acestei lucrdri s-a urmarit introducerea unei metode
alternative care sa vina cu un rol complementar pentru evaluarea caracteristicilor clinicopatologice si
pentru depistarea precoce a proceselor neoplazice. Aceasta este metoda stocasticd care permite
evaluarea rapidd, cu costuri reduse, cu acuratete si reproductibilitate excelenta, a nivelurilor
biomarkerilor tumorali din principalele fluide biologice si anume din sange, urina si saliva.

Cuantificarea nivelurilor unor biomarkeri folositi In mod uzual in analiza imunohistochimica
a leziunilor neoplazice vine ca o metoda complementara minim invaziva. Concentratiile acestora din
sange, urind si salivd sunt in stransa corelatie cu biodinamica moleculara, cu procesele de transfer de
masa si cu cinetica proceselor biochimice din cadrul cailor metabolice ale fiecarui biomarker. Adiacent
nivelului bazal al biomarkerilor aferent turnover-ului celular, eliberarea de biomolecule in torentul
sanguin este realizata fie de masa tumorald, fie de tesuturile adiacente netumorale ca efect al prezentei
tumorii. Astfel, este de asteptat ca aceste nivele sd depindd de caracteristicile clinicopatologice ale
tumorii asa cum va fi prezentat detaliat in cadrul acestei lucrari.

Valorificarea acestei metode a fost realizata holistic, pornind de la dezvoltarea conceptuald a
unor senzori stocastici, cu calibrarea si standardizarea acestora, urmata de aplicarea pe probe biologice
pentru evaluarea prezentei si a concentratiilor markerilor tumorali In cadrul acestora. S-a urmarit
corelarea cu caracteristicile clinicopatologice pentru adenocarcinomul colorectal si adenocarcinom

gastric, iar rezultatele obtinute vor fi prezentate detaliat.
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Analiza stocasticd a biomoleculelor

Analiza stocastica reprezinta o tehnica electrochimica de detectare calitativa si de cuantificare
a biomoleculelor din diverse fluide. Aceasta metoda are la baza senzorii stocastici care vor fi detaliati
in cadrul acestei lucrari.

Senzorii stocastici au fost inspirati din biologie unde s-a observat existenta unor canale/pori
care reactioneaza si rdspund specific la existenta in mediu a anumitori ioni sau biomolecule. Ca exemple
se amintesc canalele de sodiu amilorid-sensibile care mediaza gustul sarat si receptorii vaniloizi care
mediaza gustul iute. Pornind de la analiza interactiunii acestor canale cu un anumit substrat, s-au
dezvoltat pana in prezent numerosi senzori capabili sa detecteze si sd cuantifice de la ioni mici la
molecule organice si pana la proteine si ADN.

Intrucat ciile metabolice sunt intrincate si interactiunea canalului ca receptor cu biomolecula
ca substrat are ca efect activarea anumitor cai biochimice in sistemele biologice, reproducerea in
laborator a acestor senzori nu ar fi eficientd. Deficientele acestui mecanism consta in:

e reproductibilitate scdzutd datorita complexitatii sistemului;

e dificultdti in interpretarea rezultatelor, deoarece caile metabolice sunt strans
interconectate si un anumit substrat ar putea conduce simultan la activarea mai multor
cdi paralele;

e constrangeri relative la conditiile de lucru, deoarece acesti senzori sunt proteine din
punct de vedere structural si functioneaza optim intr-un interval restrans de valori ale
temperaturii si ale pH-ului.

Pornind de la aceste observatii, folosirea in aceeasi forma ca in sistemele biologice nu este
fezabile si a fost necesara o abordare conceptual chimico-matematica.

S-a pornit de la faptul ca un canal prezinta 2 stdri — starea activa cand este legat substratul si
cea inactiva cand nu este legat substratul. Substratul se leaga necovalent la un situs din cadrul proteinei-
por, iar acest aspect face ca legarea sa fie reversibila si sa se stabileasca un echilibru similar ca in cazul
legdrii unei enzime la substrat (S +P = SeP, unde S este substratul, P este proteina por (starea inactiva),
SeP este complexul substrat-proteina care corespunde starii active) .

Mai mult, echilibrul chimic este dinamic, fiind puternic influentat de concentratia substratului.
Cu cat creste concentratia substratului, cu atat echilibrul va fi mai mult deplasat la dreapta, cu cresterea
ponderii formei active a porului.

Porul trece in starea activa prin legarea eficientd a substratului succesiv unei ciocniri eficiente
si revine la starea inactiva (fundamentala) prin dezlegarea de substrat. Astfel, fiecare por va exista in

fiecare stare un anumit interval de timp.
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Principiul biochimic al functiondrii acestor canale are la baza activarea functiei de canal. Astfel,
prin legarea substratului, canalul isi modifica structurile tertiard si cuaternara, formandu-se un canal
deschis prin care au loc schimburi In general ionice in sensul gradientului electrochimic.

Intervalul de timp in care porul este in stare activd depinde de o serie de factori cum ar fi:

e tdria legdturii (un substrat legat mai slab de situsul de pe por, se va dezlega mai usor
si va exista un interval mai scurt in stare activa);

e geometria porului (o geometrie complexd ar putea favoriza parasirea situsului);

¢ natura si geometria substratului (un substrat cu dimensiuni mai mari va reusi mai greu
sd ajungd la situsul de legare si va sta legat un interval mai mic).

Intervalul de timp in care porul este in stare inactiva depinde de:

e localizarea situsului in cadrul porului (un situs localizat mai profund este mai greu
accesibil pentru substrat si astfel va dura mai mult pand va avea loc o ciocnire eficientd);

e geometria situsului de legare al substratului (o geometrie complexa ar putea ingreuna
accesul la situsul de legare al substratului);

e diametrul mediu al porului pana la nivelul situsului (cu cat diametrul este mai mare,
cu atat substratul va avea acces mai usor);

e concentratia substratului (cu cat concentratia este mai mare, cu atat vor exista mai
multe ciocniri si va creste probabilitatea unei ciocniri eficiente, deci va scddea durata
starii inactive).

Printre factorii care influenteazd ambii timpi se amintesc temperatura si pH-ul. Influenta
temperaturii se resimte atat in posibilitatea de denaturare termica a componentelor proteice din cadrul
porului si substratului, cat si in modificarea vitezei aferente miscarii browniene a moleculelor. Influenta
pH-ului consta In modificarea Incdrcarii electrice a diverselor secvente de aminoacizi din structura
porului si a substratului, cu alterarea structurilor tertiara si cuaternara.

Fiind vorba de un sistem cu numar foarte de mare molecule, pentru o abordare mai corectd din
punct de vedere matematic, este necesard o analiza a distributiei stdrilor active si inactive. Cel mai usor,
aceasta se poate face dupa criteriul temporal, respectiv dupa criteriul spatial.

Analiza distributiei dupa criterii de timp se face la nivel de canal urmarind timpul in care
substratul este legat la por — timpul cat porul este in forma activa (ts), respectiv timpul in care substratul
nu este legat la por — timpul cat porul este in forma inactiva (#). Se poate defini astfel probabilitatea ca
un canal sa fie In stare activa (respectiv in stare inactiva) ca fiind raportul dintre t: (respectiv #) si timpul
total unui ciclu (t. + ti). Cele doud stari sunt alternative si succesive, Insa durata fiecarei stari este

variabila. Din aceste considerente, se ia valoarea medie pentru fiecare.
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Asa cum s-a analizat anterior, valoarea duratei starii active depinde de natura substratului si
de structura porului in timp valoarea duratei stdrii inactive depinde de localizarea situsului, geometria
porului si invers proportional de concentratia substratului.

Analiza criteriului spatial vizeaza distributia canalelor/porilor si tine cont si de numarul si
accesibilitatea lor. in sistemele biologice, canalele sunt de natura proteica si se afla distribuite in cadrul
membranei celulare de natura lipidica. Membranele celulare au fost intens studiate si apreciate pentru
caracteristica lor de mozaic fluid. Altfel spus, molecule lipidice si proteice din cadrul acesteia se misca
liber, putand executa miscari de translatie (astfel repartitia In suprafatd a structurilor proteice este
uniformizata), de rotatie (nu influenteaza repartitia canalelor/porilor) si de flip-flop (mai mult
caracteristice pentru moleculele lipidice, practic nesemnificative pentru structurile proteice).

Miscdrile de translatie sunt mult mai lente decat miscarea browniana a biomoleculelor in cadrul
unui fluid, ceea ce face ca adiacent unui canal sa se gdseasca un numar similar de biomolecule. Totusi,
ar trebui luat in calcul si gradul de deformare al suprafetei totale, deoarece in cadrul unei plicaturdri
accentuate cum se intalneste In structurile epiteliale din tractul digestiv, accesul va fi mult mai usor
pentru canalele de la suprafatd comparativ cu cele din profunzime. In functie de cat de profund se
gaseste un canal, acesta poate ajunge chiar sa aiba o pondere nesemnificativa. Pentru a depasi aceste
impedimente, se poate lucra cu caracteristicile medii ale structurilor proteice de tip canal/por.

In cadrul unei suprafete totale restranse, singurul element care ar influenta puternic raspunsul
ar fi reprezentat de numarul de canale. Cu cat sunt mai multe canale, cu atat va fi mai mare
probabilitatea unei ciocniri eficiente.

Cele doud criterii sunt interconectate intrucat cu cat numarul de canale este mai mare, va creste
valoarea duratei medii de inactivitate pentru un canal, deoarece numarul mediu de biomolecule
adiacente unui canal va fi practic mai mic si astfel probabilitatea unei ciocniri eficiente va fi redusa.

Pentru a valorifica principiile acestei metode si pentru a o putea utiliza in conditii de laborator,
o serie de modificdri ar trebui facute In paralel cu urmarirea caracteristicilor din sistemele biologice.
Astfel se vor defini si descrie senzorii stocastici care ar tine practic de domeniul electrochimiei analitice.

Prima oard trebuie cautat un sistem echivalent membranelor biologice care sustin acesti pori.
Astfel este necesara prezervarea functiei de sustinere si sd se asigure o distributie uniforma a
structurilor de detectie. In mod ideal, ar trebui depasite impedimente care depind de temperatura si
pH, deoarece acestea ar putea influenta decisiv numarul de utilizdri ale unui senzor. Astfel alegerea
unei matrici biochimice ar trebui evitatd. Optim se va alege o matrice rezistenta sau foarte putin
influentatad de factori externi. Un exemplu exploatat in aceastd lucrare este cel al unei matrice pe baza
de carbon in forma alotropicd de grafend. Grafena este o variantd a grafitului cu aranjament

bidimensional-planar in care atomii de carbon sunt dispusi in continuare intr-o retea de tip de
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hexagonal, cu mentiunea cd acesta reprezinta un conductor excelent de caldura si curent electric. Acesta
e un suport inert din punct de vedere chimic, astfel ca impedimentul reprezentat de influenta pH-ului
este depasit, iar tdria legaturilor este crescutd astfel ca in conditii de laborator, efectul temperaturii este
minimizat, practic nesemnificativ. Inertia chimica contribuie si la cresterea numarului de utilizari
succesive In diverse fluide.

Urmatorul pas ar fi sd se identifice o structurd echivalentd a porului pentru care sa se mentina
principiul de functionare. In sistemele biologice, gradientul electrochimic este dat de incarcarea
electrica de o parte si de alta a membranei si este dat de ionii existenti In mediul intracelular si
extracelular. In cazul utilizarii unei matrice de grafend, componenta de ioni intracelulari nu mai este o
optiune, iar gradientul electrochimic ar putea fi conservat prin aplicarea din exterior a unei surse de
curent.

Trecerea ionilor prin aceste structuri echivalente de por ar putea duce la contaminarea matricei
si de aceea este preferabil ca acestia s poata fi eliminati cu usurinta intre utilizari succesive. In cazul
trecerii unui ion mare, acesta este mai greu eliminabil si de aceea, speciile care ar fi preferabil sa treaca
ar fi electronii sau ionii mici.

Pentru a evita impedimentele reprezentate de influenta pH-ului si temperaturii, acest
echivalent ar trebui sa asocieze de asemenea o inertie chimica si termica crescute. Astfel, o structura
proteica este de asemenea de evitat, Insa alte structuri fezabile nu ar putea prezenta modificari de
conformatie.

Prin combinarea celor mentionate mai sus, se poate concluziona ca este necesarda o molecula
ciclicd, cu ciclu mic, inerta chimic si termic in conditii de laborator. Intrucat aceasta ar schimba
proprietatile matricei de grafend, ea poartd numele de modificator. Astfel de modificatori ar putea fi
reprezentati de protoporfirine, de ciclodextrine sau de eteri ciclici.

Controlul numarului de astfel de structuri poroase pentru trecerea curentului electric se
realizeaza prin alegerea unui raport masic optimizat intre matrice si modificator.

Acest amestec ar trebui introdus intr-un suport care sa asigure suprafata de contact cu fluidul
din care se vor detecta si cuantifica analitii. In cadrul acestei lucriri, amestecul va fi introdus intr-un
varf de micropipeta, iar conectarea la sursa de curent electric extern se va face printr-un fir de argint.

Principiul de functionare al unui astfel de senzor se bazeaza pe influenta existentei unui anumit
analit din fluidul de analizat asupra curentului electric ce trece prin echivalentul de por. Astfel cand in
solutie se trece un curent electric continuu la potential fixat, trecerea este neintrerupta prin por, insa
dacd analitul se fixeaza la modificator, acesta ar bloca trecerea curentului electric prin scaderea

conductantei si s-ar inregistra o intrerupere a fluxului.
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Valoarea timpului acestui blocaj este data de Insumarea timpilor de difuziune prin matrice la
por, de legare la por si de difuziune tnapoi in fluidul de analizat, si este puternic influentatd de natura
si dimensiunea analitului. Cu cat caracteristicile geometrice ale biomoleculei sunt mai complexe si cu
cat dimensiunea este mai mare, cu atat accesul si blocarea porilor vor fi mai limitate. Cum fiecare
moleculd este unicd din punct de vedere structural, s-ar putea conclude ca felul cum influenteaza
valoarea acestor timpi este unic si el. Astfel, timpul de blocaj al trecerii curentului electric este ca o
signaturi a fiecirei molecule si se noteaza tog. Intre doud blocaje succesive, intervine probabilitatea unei
alte ciocniri eficiente pentru a putea intra in canalul din matrice catre por. Altfel spus, cu cat este mai
mare concentratia unei specii, cu atat creste probabilitatea unei ciocniri eficiente, iar durata dintre doua
blocaje este mai micd, practic invers proportionald cu concentratia. Acest timp dependent de
concentratie dintre doud blocaje succesive se noteaza ton.

Pe baza celor mentionate mai sus, o biomoleculd s-ar putea detecta In mediu pe baza valorii lui
tof, iar pe baza valorii lui to, se poate calcula concentratia.

Mai mult, cum fiecare molecula se identificd si cuantifica raportat la fo, mai multi analiti pot fi
determinati simultan atata timp cat ei au valori suficient de distantate intre ele ale lui toy pentru ca, pe
cale experimentald, ei sa poatd fi evaluati separat. De asemenea, In cazul analizei simultane a mai
multor analiti, este necesar un timp mai mare de masurare pentru ca fiecare analit sd aibd ocazia
probabilistic sa intre In por si sa i se poatd determina valoarea lui fon.

Cum fluidele biologice contin o multitudine de posibili analiti, unii cu proprietati structurale
destul de similare, procesul de selectie trebuie sa fie foarte bine reglat. Aceasta se poate face prin
alegerea matricei (astfel incat prin porii sdi sa incapa analitul), modificatorului (astfel incat sa se poata
lega de analit) si potentialului (sd fie suficient de puternic pentru a misca proteina in gradient
electrochimic) .

Celula electrochimica este alcatuitd din senzorul propriu-zis care a fost descris si detaliat mai
sus, dintr-un electrod de referinta — ales de speta a doua pentru stabilitate, format dintr-un fir de Ag
acoperit cu un strat de clorura de argint — si un contraelectrod (fir de Pt). Prin introducerea senzorului,
electrodului de referintd si contraelectrodului in solutia de analizat, se poate obtine o diagrama
amperometrica (In care sa se masoare intensitatea curentului electric care trece prin pori in functie de
timp). Din aceasta diagrama se pot obtine valorile lui fo si ale lui tor, din care se pot identifica si analitul

si concentratia acestuia.
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Partea 1 - Senzori pentru detectarea biomarkerilor

In aceasta lucrare, cuantificarea in probe biologice a urmarit treisprezece biomarkeri cunoscuti
a fi asociati cu adenocarcinoamele gastrice si colorectale, si anume maspin, MLH1, PMS2, MSH2,
MSHS6, KRAS, CA 72-4, CA 19-9, CEA, CA125, p53. , catepsina B si catepsina D. S-au gasit corelatii
detaliate cu caracteristicile clinicopatologice ale pacientilor din baza de date pentru primii sase

biomarkeri.

I. Senzori bazati pe IN NB-GR si IQ NB-GR pentru cuantificarea
proteinelor MMR si KRAS

1. Partea experimentala

1.1. Proiectarea microsenzorilor stocastici

Cei doi microsenzori stocastici au fost proiectati dupa cum urmeaza: 50pL de solutie IN (10-
3mol L-1) s-au addugat la 50mg pasta de grafen decoratd cu N si B (NB-GR) (realizat prin amestecarea
fizica a pulberii NB-GR si a uleiului de parafina pana cand s-a obtinut o pasta omogena); S-au adaugat
50 pL de solutie IQ (10-3mol L-1) la 50 mg pasta de grafen decorata cu N si B (NB-GR) (obtinuta prin
amestecarea fizica a pulberii NB-GR si a uleiului de parafind pand la obtinerea unei paste omogene)

(Schema 1) ).

graphene paste decorated with N and B
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recipient

oSS
graphene
~
Stage 1\ E;v
Stagez— 1) ™ |
1pA) D —
.% ’ 3D printed
— S plastic tube

o "

(006 1) (s902) . Modified paste

Schema 1. Proiectarea microsenzorului stocastic. Principiul dezvoltarii curente.
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Fiecare pasta a fost plasatd intr-un tub imprimat 3D cu diametrul intern de 20um; un fir de Ag a facut
legatura intre pastd si circuitul extern. Inainte si dupa fiecare masurdtoare, microsenzorii au fost
curdtati cu apa deionizata. Cand nu au fost utilizati, microsenzorii stocastici au fost pastrati intr-un loc

uscat, la temperatura camerei.

1.2. Metoda stocasticd
Metoda stocastica a folosit tehnica cronoamperometrica efectuata la 125 mV vs Ag/AgCl. Pe baza
semnaturilor (valorilor toff) ale MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS, acesti biomarkeri au fost
recunoscuti in probele biologice. Pentru calibrarea celor doi microsenzori stocastici au fost utilizate o
serie de solutii care contin diferite concentratii de MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS. Ecuatiile de
calibrare obtinute pentru biomarkerii utilizand fiecare dintre cei doi microsenzori stocastici s-au bazat
pe determinarea valorii ton (cititd intre doud valori consecutive de toff); Parametrii a, si b din ecuatia
de calibrare 1/ton = a + bxConc.biomarker au fost determinati folosind metoda regresiei liniare. Pentru
screening-ul probelor biologice, cum ar fi sange integral, urind, saliva si tesut tumoral, biomarkerii au
fost recunoscuti pe baza semnaturii lor (valori toff) (Figurile 1 si 2, Schema 1), valorile tonelor au fost
citite si introduse in ecuatia de calibrare pentru determinarea concentratiei de MLH1, MSH2, MSH6,
PMS?2 si KRAS in proba biologica.
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Figura 1.Diagrame tipice obtinute prin screening (a) sange integral, (b) saliva, (c) urina si (d) tesuturi

tumorale cu microsenzorul stocastic bazat pe IN/GR-BN.
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Figura 2.Diagrame tipice obtinute prin screening (a) sange integral, (b) saliva, (c) urina si (d) tesuturi

tumorale cu microsenzorul stocastic bazat pe IQ/GR-BN.

2. Rezultate si discutii

2.1. Caracteristicile de rdspuns ale microsenzorilor stocastici

Caracteristicile de raspuns pentru microsenzorii stocastici propusi utilizati pentru testarea MLHI,
MSH?2, MSH6, PMS2 si KRAS sunt prezentate in Tabelul 1. Diferitele semnaturi (valori toff) inregistrate
pentru MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si ale KRAS a favorizat analiza lor simultana in probele biologice.
Graficele de calibrare sunt prezentate in figurile S1 si 52.

Cele mai largi intervale liniare de concentratie pentru testarea MLH1 si MSH6 au fost obtinute atunci
cand s-a folosit microsenzorul stocastic bazat pe IN, in timp ce cele mai largi intervale de concentratie
liniare pentru analiza PMS2 si KRAS au fost obtinute folosind microsenzorul stocastic bazat pe 1Q.
Modificatorul pastei de grafen dopat cu NB (IN, IQ) nu a influentat nici domeniul liniar de concentratie,
nici limita de determinare atunci cand a fost utilizat pentru testarea MSH2. Pentru testarea MLH1 si
MSHS6, cea mai inferioara limita de determinare a fost obtinuta atunci cand a fost utilizat microsenzorul
stocastic bazat pe IN, in timp ce pentru testarea PMS2, cea mai inferioara limita de determinare a fost
obtinutd atunci cand a fost utilizat microsenzorul stocastic bazat pe IQ. Modificatorul (IN, IQ) nu a

influentat valoarea limitei de determinare pentru analiza KRAS.
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Tabelul 1.Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici utilizati pentru testarea MLH1,
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MSH?2, MSH6, PMS2 si KRAS.
Stochastic
Semnatur Sensibilitat
microsenzor Interval liniar de Ecuatii de calibrare; LOQ
a, e
bazat pe GR-NB concentratie (g mL-1) coeficientul de corelare, r* (fg mL7)
tott (s) (s pgtml)
si
MLH1
" 1/ton:O,13+0,13XC,'
IN 1.6 3,10x10-16-3,00x10- 0,13 0,31
r=0,9997
1/ton :0,04+3,73X10'2XC,'
IQ 1.2 3,20x10-11-3,20x10- 3,73x102 3,20x104
r=0,9788
MSH?2
R 1/ton =0,16+3,65x10-2xC;
IN 14 1,00x10-5-1,00x10- 3,65x102 1.00
r=0,9985
1/ton :0,04+8,46X10'3XC,'
IQ 14 1,00x10--1,00x10- 8,46x103 1.00
r=0,9478
MSHe6
R 1/ton :0,03+2,14C,
IN 1.2 2,30x10-15-2,30x107 2.14 2.30
r=0,9959
1/t0n :0,03"‘1,07)((:,'
IQ 24 2,70x109-2,70x107 1.07 2,70x106
r=0,9996
PMS2
" 1/ton :0,03"‘1,62)(10'2)((:,'
IN 1.9 2,70x109-2,70x10-5 1,62x102 2,70x106
r=0,9883
1/ton :0,03+3,44X102XC}
IQ 1.8 2,70x10-15-2,70x10-10 3,44x102 2,70
r=0,9435
KRAS
" 1/t0n :0,32+2,67XC,'
IN 1.0 2,20x10-15-2,20x10-6 2,67 2.20
r=0,9987
1/ton :0,04+1,56X10'2XC,'
IQ 1.6 2,20x10-15-2,20x105 1,56x102 2.20

r=0,9981

*<C> - concentratie = ug mL"; <ton>=s; LOQ - limitd de cuantificare
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Toti senzorii au prezentat o sensibilitate ridicata pentru testarea simultana a MLH1, MSH2,
MSHS6, PMS2 si KRAS in solutii sintetice si in probe de sange integral, saliva, urina si tesut tumoral. Nu
s-au inregistrat modificari ale valorilor caracteristicilor de raspuns atunci caind microsenzorii stocastici
ridicate pentru ambii senzori atunci cand au fost utilizati pentru testarea proteinelor de reparare a
nepotrivirii si KRAS. In comparatie cu senzorii propusi mai devreme pentru testarea simultani a MMP
si KRAS [23, 24], microsenzorii stocastici propusi au furnizat limite inferioare de determinare pentru
analiza MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS si intervale de concentratie liniare mai largi pentru test. de MLH1,
MSH2 si MSH6.

Au fost efectuate studii de reproductibilitate pentru fiecare dintre cei doi microsenzori
stocastici. In acest sens, au fost fabricati 10 microsenzori stocastici de fiecare tip urmand procedura
prezentatd in paragraful Design Sensor. Fiecare dintre senzori au fost evaluati in acelasi mod, iar
sensibilitatile au fost determinate si comparate atunci cand au fost scufundate in fiecare dintre solutiile
mai mici de 0,21% cand au fost testati microsenzorii bazati pe IQ si mai putin de 0,10% cand au fost
testati microsenzorii stocastici bazati pe IN. Aceste valori au dovedit reproductibilitatea designului
microsenzorilor stocastici.

Stabilitatea fiecarui microsenzor stocastic a fost verificata dupa cum urmeaza: 30 de microsenzori
stocastici de fiecare tip au fost stocati asa cum este descris in paragraful Proiectarea microsenzorilor
stocastici. In fiecare zi, un nou microsenzor stocastic a fost scos din depozit si scufundat in solutii care
masurdtori au fost pastrate pentru comparatie dupa ce intregul lot de microsenzori stocastici a fost
consumat in 30 de zile. Rezultatele Inregistrate la sfarsitul perioadei au ardtat stabilitatea ridicata a
microsenzorilor stocastici in timp deoarece variatia sensibilitatilor in timp a fost mai mica de 0,08%, in

ciuda modificatorului (IN, IQ) utilizat pentru proiectarea microsenzorilor stocastici.

2.2. Determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in probele biologice

Mai mult de 100 de seturi de probe biologice: sange integral, salivd, urina si tesuturi tumorale
au fost analizate folosind microsenzorii stocastici propusi. Exemple de diagrame obtinute sunt
prezentate In Figurile 1 si 2. Dupa identificarea fiecdrei proteine de reparare a nepotrivirii si a KRAS,
concentratia acestora a fost determinata in mod corespunzator cu procedura descrisd in paragraful
Metoda Stochastica.

Rezultatele prezentate in Figura 3 demonstreaza buna corelatie dintre concentratia obtinuta

pentru MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in probele de sange integral, saliva, urina si tesut tumoral.
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Figura 3.Determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS 1n (a) sange integral, (b) salivd, (c) urina
si (d) probe de tesut tumoral utilizand microsenzorii stocastici bazati pe GR-NB si, respectiv, IN, IQ.

A fost efectuat si un test Student t pereche la nivelul de incredere de 99,00%, pentru care valoarea
tabelatd a fost 4,13. Toate valorile obtinute — atunci cand rezultatele microsenzorului stocastic bazat pe
IN au fost comparate cu microsenzorul stocastic bazat pe IQ, pentru testul t au fost mai mici de 3,00,
dovedind ca nu exista o diferentd semnificativa intre rezultatele obtinute folosind cei doi microsenzori

stocastici.
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Validarea ulterioara a fost efectuatd prin efectuarea de teste de recuperare a MLH1, MSH2, MSH6,
PMS2 si KRAS in probe de sange integral, saliva, urina si tesut tumoral folosind cei doi microsenzori
stocastici bazati pe IN si IQ. Au fost determinate cantitdtile initiale de MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si
KRAS in probele de sange integral, salivd, urina si tesut tumoral, iar dupd aceea, in fiecare tip de proba,
cantitati diferite — de la cantitati foarte mici la cantitati mai mari (calculate pentru a fi montate in
intervalul de concentratie de lucru al fiecaruia dintre senzori) au fost addugate probelor si au fost
efectuate noi masuratori. Cantitatea addugata a fost comparata cu cantitatea gasitd de MLH1, MSH2,

MSHS6, PMS2 si KRAS in probele de sange integral, salivd, urina si tesut tumoral. Rezultatele sunt

prezentate in tabelul 2.

A modern approach of pathology and clinical analysis

Tabelul 2. Recuperarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS din probe biologice

(N =10).
Microsenzori % de recuperare
stocastici
bazati pe MLH-1 MSH-2 MSH-6 PMS-2 KRAS
GR-NB si
Tot sangele
iN 99,10+0,01 99,18+0,02 99,98+0,01 99,54+0,02 98,95+0,02
1Q 99,17+0,03 99,12+0,02 99,95+0,04 99,00+0,03 99,83+0,05
Saliva
iN 99,10+0,01 99,25+0,02 99,97+0,02 99,48+0,02 99,97+0,02
1Q 98,96+0,04 99,15+0,06 99,12+0,05 98,99+0,03 98,90+0,02
Urina
iN 98,91+0,02 99,32+0,02 99,15+0,01 98,93+0,02 99,54+0,03
1Q 98,23+0,04 98,95+0,02 99,00+0,05 98,91+0,03 98,93+0,03
Tesut tumoral
N 99,99+0,01 99,97+0,03 99,91+0,02 99,99+0,03 99,96+0,01
1Q 99,35+0,04 99,23+0,02 99,49+0,01 99,53+0,02 99,81+0,05

Testele de recuperare efectuate aratd valori mari pentru recuperdri (toate mai mari de 98,00%) cu RSD
(%) foarte scazutd, mai mici de 0,10%, cand au fost efectuate 10 masuratori. in consecintd, au fost

obtinute o acuratete si precizie ridicate atunci cand senzorii stocastici propusi au fost utilizati pentru

screening-ul probelor biologice.
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Tabelele 3, 4, 5 si 6 au prezentat rezultatele obtinute folosind microsenzorii propusi si ELISA (metoda

standard utilizatd pentru testarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS).

Tabelul 3. Compararea datelor obtinute folosind microsenzorii stocastici si kiturile ELISA pentru

determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS 1n sangele integral (N=10).

Proba Metoda bazata pe MLH]1, MSH?2, MSHe6, PMS2, KRAS,
Nu. ng mL-1 pg mL-1 pg mL-1 ng mL-1 pg mL-1
GR-NB-IN 157,00+0,01 99,43+0,01 24,24+0,02 58,860,01 1,63£0,01
1 GR-NB-1IQ 155,43+0,03 100,28+0,02 24,96x0,03 58,79+0,01 1,60+0,02
ELISA 155,12+0,43 99,12+0,23 25,00+0,67 58,00+0,98 1,62+0,22
GR-NB-IN 131,00+0,02 282,18+0,04 12,35+0,03 61,00+0,03 19,14+0,02
2 GR-NB-1IQ 132,00+0,07 282,00+0,03 12,00+0,04 61,20+0,01 19,19+0,01
ELISA 132,12+0,54 281,97+0,87 11,97+0,65 60,87+0,32 18,97+0,44
GR-NB-IN 943,21+0,02 48,32+0,02 44,90+0,03 39,00+0,02 2,02+0,02
3 GR-NB-1IQ 945,45+0,04 48,15+0,03 44,80+0,01 38,24+0,01 1,97+0,02
ELISA 945,99+0,43 48,00+0,76 44,12+0,54 38,00+0,65 1,95+0,33
GR-NB-IN 178,00+0,02 38,97+0,04 11,61£0,02 | 137,30+0,01 | 40,960,01
4 GR-NB-1IQ 178,15+0,02 41,40+0,03 11,21+0,04 | 136,95+0,03 | 40,18+0,02
ELISA 177,00+0,33 38,00+0,27 11,50+0,97 | 136,00+0,55 | 39,000,65
GR-NB-IN 730,63+0,02 48,48+0,02 51,53+0,01 34,97+0,02 1,49+0,02
5 GR-NB-1IQ 731,28+0,02 48,560,08 51,48+0,04 34,15+0,01 1,67+0,01
ELISA 730,00+0,32 48,00+0,28 52,40+0,75 34,00+0,58 1,50+0,22
GR-NB-IN 129,07+0,01 19,02+0,03 51,51x0,02 29,57+0,02 2,02+0,01
6 GR-NB-1IQ 129,28+0,03 18,18+0,03 51,20+0,01 29,14+0,02 1,97+0,03
ELISA 129,00+0,54 17,33+0,38 51,00+0,39 29,00+0,27 2,000,25
GR-NB-IN 140,29+0,01 303,13+0,02 21.00+0.02 17,40+0,01 1,70+0,04
7 GR-NB-1IQ 141,00+0,02 302,97+0,04 20,20+0,02 17,17+0,04 1,79+0,02
ELISA 140,00+0,55 302,00+0,48 20,25+0,30 17,90+0,38 1,70£0,22
GR-NB-IN 29,750,05 265,00+0,02 22.30+0.01 67,02+0,05 3,12+0,01
8 GR-NB-1IQ 29,00+0,02 263,63+0,04 22,19+0,07 67,000,04 3,42+0,02
ELISA 29,00+0,43 262,90+0,76 22,00+0,55 66,760,50 4,00+0,53
9 GR-NB-IN 783,62+0,02 92,57+0,02 20,10+0,03 66,12+0,04 4,10+0,02
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GR-NB-1IQ 784,02+0,03 92,20+0,03 22,03+0,02 67,00+0,02 4,20+0,01
ELISA 784,00+0,25 92,00+0,57 20,00+0,39 67,40+0,70 3,80+0,43
GR-NB-IN 172,00+0,03 87,20+0,02 27,05+0,01 29,29+0,04 2,25+0,02
10 GR-NB-1IQ 172,04+0,04 88,05+0,02 27,93+0,02 29,54+0,03 2,32+0,03
ELISA 171,60+0,55 87,50+0,54 27,00+0,87 29,00+0,27 2,00+0,32
GR-NB-IN 108,78+0,03 96,96+0,04 48,79+0,05 50,97+0,02 2,87+0,04
11 GR-NB-1IQ 109,32+0,04 96,12+0,02 48,56+0,03 52,51+0,03 2,98+0,01
ELISA 108,00+0,33 96,00+0,30 48,00+0,44 50,15+0,28 2,68+0,53
GR-NB-IN 950,17+0,02 19,60+0,02 80,37+0,03 | 145,30+0,02 4,11+0,02
12 GR-NB-1IQ 948,78+0,03 19,32+0,03 79,98+0,02 | 144,97+0,02 4,12+0,03
ELISA 948,00+0,55 19,20+0,38 79,00+£0,57 | 144,00+0,48 4,25+0,27
GR-NB-IN 629,17+0,02 28,92+0,04 75,51+0,04 71,28+0,03 3,23+0,02
13 GR-NB-1IQ 629,49+0,02 29,15+0,04 75,15+0,03 71,03+0,04 3,21+0,01
ELISA 630,00+0,68 28,50+0,50 75,00+0,20 72,00+0,54 3,50+0,30
GR-NB-IN 345,02+0,03 116,30+0,04 16,92+0,02 68,28+0,04 2,21+0,02
14 GR-NB-1IQ 345,15+0,02 117,17+0,03 16,84+0,03 68,30+0,02 2,19+0,03
ELISA 345,00+0,70 116,00+0,43 16,00+0,28 68,00+0,29 2,10+0,54
15 GR-NB-IN 477,82+0,02 400,15+0,02 39,97+0,01 | 240,02+0,01 1,53+0,03
GR-NB-1IQ 477,03+0,04 400,11+0,02 39,40+0,02 | 239,42+0,02 1,50+0,02
ELISA 477,50+0,60 400,00+0,28 39,00+0,28 | 239,40+0,38 1,50+0,17
16 GR-NB-IN 643,77+0,03 30,52+0,04 47,000,05 | 491,40+0,02 2,15+0,01
GR-NB-1IQ 640,27+0,05 31,24+0,04 47,15+0,02 | 491,92+0,02 2,15+0,07
ELISA 640,00+0,28 30,30+0,53 47,00+0,21 | 490,90+0,86 2,00+0,26
17 GR-NB-IN 207,12+0,03 263,12+0,08 9,95+0,02 478,20+0,01 3,09+0,03
GR-NB-1IQ 207,93+0,01 263,01+0,06 10,13+0,03 | 478,00+0,02 3,05+0,04
ELISA 207,00+0,65 262,80+0,43 10,00+0,28 | 477,75+0,60 3,00+0,38
18 GR-NB-IN 907,93+0,02 61,15+0,02 17,19+0,02 | 512,27+0,01 | 31,21+0,04
GR-NB-1IQ 906,95+0,04 61,20+0,04 17,20£0,01 | 512,04+0,02 | 30,94+0,02
ELISA 906,00+0,49 61,00+0,54 17,00£0,29 | 512,25+0,37 | 30,60+0,20
GR-NB-IN 804,60+0,01 209,00+0,03 22,14+0,01 38,15+0,02 11,19+0,02
19 GR-NB-1IQ 803,92+0,03 210,21+0,01 22,09+0,02 38,83+0,03 11,92+0,03
ELISA 803,00+0,43 208,95+0,21 22,00+0,27 38,20+0,65 11,00+0,27
20 GR-NB-IN 224,97+0,01 37,19+0,04 415,32+0,04 | 13,50+0,02 2,94+0,01
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GR-NB-1IQ 225,07+0,02 37,37+0,02 414,14+0,03 | 13,13+0,04 2,95+0,03
ELISA 224,25+0,28 37,00+0,27 413,20+0,54 | 13,00+0,28 2,55+0,78
Test t student pentru GR- 1,87 1.19 1.23 2.01 1,98
NB-IN
Testul t student pentru GR- 1,77 1.09 114 2.16 2.03
NB-1IQ

Tabelul 4. Comparatia datelor obtinute folosind microsenzorii stocastici si kiturile ELISA pentru

determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in urina (N=10).

Proba Metoda MLH1, MSH?2, MSHS6, PMS2, KRAS,
Nu. bazata pe ng mL-1 pg mL-1 pg mL-1 ng mL-1 pg mL-1
GR-NB-IN 452,30+0,02 367,24+0,01 13,57+0,02 161,29+0,03 0,78+0,03
1 GR-NB-1IQ 453,01+0,03 367,47+0,03 13,14+0,02 161,32+0,02 0,78+0,01
ELISA 452,00+0,21 366,80+0,38 13,20+0,54 161,37+0,54 0,700,15
GR-NB-IN 370,95+0,04 114,98+0,04 37,170,01 380,96+0,04 1,76+0,01
2 GR-NB-1IQ 370,14+0,02 115,08+0,01 37,21x0,02 380,65+0,02 1,74+0,03
ELISA 368,90+0,76 115,45+0,55 36,90+0,85 380,00+0,22 1,69+0,50
GR-NB-IN 231,47+0..04 306,01+0,01 15,38+0,02 26,00+0,03 1,61+0,03
3 GR-NB-IQ 232,10+0,05 305,87+0,02 15,36+0,03 26,32+0,01 1,64+0,01
ELISA 230,90+0,80 305,70+0,75 15,30+0,29 27,00+0,40 1,60+0,25
GR-NB-IN 653,01+0,04 2293,04+0,01 20,80+0,02 118,00+0,03 32,95+0,03
4 GR-NB-IQ 655,01+0,02 2293,00+0,03 20,03+0,03 118,300,01 33,00+0,01
ELISA 655,00+0,50 2290,60+0,50 19,90+0,90 118,000,20 32,00+0,75
GR-NB-IN 655,03+0,01 1289,04+0,03 8,49+0,02 33,94+0,02 1,62+0,04
5 GR-NB-IQ 655,00+0,02 1295,03+0,02 8,48+0,03 33,74+0,02 1,54+0,02
ELISA 654,80+0,40 1290,00+0,40 8,50+0,21 33,000,75 1,50+0,21
GR-NB-IN 38,42+0,03 259,14+0,03 3,85+0,03 95,97+0,03 11,12+0,04
6 GR-NB-IQ 38,80+0,02 260,32+0,02 3,80+0,01 95,79+0,02 11,48+0,03
ELISA 37,90+0,26 258,90+0,43 3,80+0,20 95,00+0,24 11,50+0,20
GR-NB-IN 49,73+0,03 214,32+0,02 27,03+0,03 31,20+0,07 98,98+0,03
7 GR-NB-1IQ 50,02+0,04 214,12+0,02 27,14+0,02 31,13+0,03 98,14+0,01
ELISA 50,00+0,21 213,70+0,05 27,20+0,30 31,78+.70 99,17+0,30
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GR-NB-IN 200,93+0,01 192,04+0,01 25,00+0,01 13,15+0,02 20,20+0,02
8 GR-NB-1IQ 201,00+0,02 192,30+0,04 25,84+0,03 13,90+0,03 19,18+0,03
ELISA 200,26+0,43 192,00+0,23 25,07+0,54 13,00+0,38 18,97+0,21
GR-NB-IN 159,16+0,02 97,27+0,01 83,76+0,03 10,15+0,04 1,94+0,02
9 GR-NB-1IQ 158,95+0,03 96,95+0,02 83,14+0,01 9,97+0,05 1,92+0,01
ELISA 158,06+0,54 96,89+0,32 82,78+0,76 9,85+0,23 1,90+0,21
GR-NB-IN 110,12+0,01 58,03+0,02 34,22+0,02 8,41+0,03 1,72+0,02
10 GR-NB-1IQ 110,34+0,02 58,40+0,01 34,18+0,01 8,41+0,02 1,81+0,08
ELISA 110,05+0,23 57,92+0,43 34,98+0,45 7,54+0,21 1,70+0,34
GR-NB-IN 68,39+0,02 111,98+0,03 15,00+0,05 27,31+0,02 0,80+0,02
11 GR-NB-1IQ 68,40+0,03 112,12+0,02 15,15+0,04 27,30+0,01 0,78+0,01
ELISA 68,00+0,56 112,89+0,45 15,20+0,23 26,90+0,56 0,70+0,13
GR-NB-IN 212,03+0,01 1146,12+0,02 29,30+0,02 179,95+0,02 3,71+0,02
12 GR-NB-1IQ 212,30+0,04 1146,03+0,02 30,92+0,03 179,19+0,02 3,53+0,01
ELISA 212,67+0,65 1146,47+0,26 28,47+0,65 178,98+0,43 3,80+0,24
GR-NB-IN 31,09+0,03 314,99+0,03 18,12+0,02 241,75+0,01 18,03+0,02
13 GR-NB-1IQ 31,23+0,02 314,92+0,02 18,23+0,03 241,23+0,03 18,01+0,03
ELISA 31,78+0,30 313,87+0,43 18,50+0,28 240,95+0,54 17,90+0,43
GR-NB-IN 92,48+0,03 20,05+0,08 40,99+0,01 75,32+0,02 5,62+0,02
14 GR-NB-1IQ 93,50+0,01 21,40+0,02 41,07+0,02 75,78+0,01 5,60+0,02
ELISA 92,77+0,23 20,19+0,23 39,95+0,29 74,90+0,39 4,98+0,23
15 GR-NB-IN 84,03+0,04 7,30+0,02 31,42+0,05 2,32+0,05 6,01+0,02
GR-NB-1IQ 83,80+0,01 7,40+0,02 30,98+0,03 2,20+0,02 5,98+0,01
ELISA 82,98+0,43 7,60£0,32 29,97+0,54 2,67+0,21 5,45+0,23
16 GR-NB-IN 102,14+0,03 5,60+0,01 785,03+0,05 47,00+0,03 3,94+0,02
GR-NB-1IQ 102,30+0,02 5,48+0,03 785,00+0,03 46,42+0,01 3,53+0,02
ELISA 101,95+0,32 5,50+0,38 784,97+0,45 45,76+0,67 3,50+0,23
17 GR-NB-IN 70,83+0,03 183,15+0,02 21,52+0,03 616,71+0,02 2,33+0,01
GR-NB-1IQ 70,96x0,01 183,05+0,03 21,05+0,03 616,03+0,03 2,34+0,04
ELISA 71,90+0,54 182,90+0,32 21,00+0,23 616,23+0,43 2,50+0,21
18 GR-NB-IN 492,95+0,02 911,05+0,01 59,78+0,02 36,80+0,01 16,06+0,02
GR-NB-1IQ 493,19+0,03 910,02+0,02 60,15+0,01 36,75+0,02 17,03+0,02
ELISA 495,00+0,34 912,78+0,23 58,76+0,36 36,37+0,21 17,00+0,54
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GR-NB-IN 29,03+0,03 18.30+0.02 16,28+0,02 18,1240,01 6,01+0,01
19 GR-NB-1IQ 29,98+0,01 18,43+0,03 16,32+0,03 18,97+0,03 5,94+0,02
ELISA 29,5610,21 17,94+0,43 16,00+0,21 19,14+0,43 5,87+0,23
GR-NB-IN 81,97+0,03 136,98+0,04 36,02+0,01 94,38+0,03 3,40+0,01
20 GR-NB-1IQ 82,83+0,01 137,47+0,03 35,64+0,03 94,62+0,02 3,41+0,02
ELISA 82,70+0,56 137,23+0,56 35,23+0,21 94,12+0,04 3,50+0,43
Test t student pentru 1.21 2.14 1,79 1,90 2.46
GR-NB-IN
Testul t student pentru 1,65 2.03 2.05 1,76 2.20

GR-NB-IQ

Tabelul 5. Comparatia datelor obtinute folosind microsenzorii stocastici si kiturile ELISA pentru

determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in saliva (N=10).

Proba Metoda MLHI, MSH?2, MSHS6, PMS2, KRAS,
Nu. bazata pe ng mL-1 pg mL-1 pg mL-1 ng mL-1 pg mL-1
GR-NB-IN 273,47+0,02 299,03+0,01 12,58+0,01 604,40+0,04 1,12+0,03
1 GR-NB-1IQ 272,97+0,03 299,00+0,02 12,47+0,03 604,02+0,03 1,13+0,01
ELISA 272,76+0,34 298,65+0,46 12,35+0,34 603,98+0,32 1,10+0,32
GR-NB-IN 200,84+0,03 157,00£0,01 17,97+0,01 207,47+0,01 5,60+0,01
2 GR-NB-1IQ 200,94+0,02 157,12+0,03 18,50+0,03 207,93+0,02 5,40+0,02
ELISA 200,52+0,43 156,21+0,43 18,2076 207,00+0,21 6,02+0,32
GR-NB-IN 55,02+0,01 1750,43+0,03 9,15+0,01 20,47+0,02 12,47+0,03
3 GR-NB-1IQ 54,12+0,02 1751,23+0,02 9,28+0,03 20,48+0,03 12,31+0,01
ELISA 54,45+0,21 1748,98+0,32 10,05+0,21 21,06+0,55 12,12+0,44
GR-NB-IN 100,87+0,02 268,43+0,03 18,84+0,01 12,94+0,01 4,32+0,02
4 GR-NB-1IQ 100,49+0,03 269,21+0,01 18,32+0,03 12,70+0,02 4,55+0,01
ELISA 100,22+0,45 270,00+0,32 18,00+0,21 12,20+0,32 5,00+0,23
GR-NB-IN 143,97+0,02 217,32+0,03 23,97+0,03 13,51+0,01 16,23+0,01
5 GR-NB-1IQ 144,12+0,02 220,23+0,02 24,14+0,02 13,12+0,03 16,59+0,02
ELISA 142,67+0,33 220,76+0,54 23,34+0,17 12,90+0,23 16,12+0,45
GR-NB-IN 181,14+0,03 281,94+0,01 12,13+0,01 35,51+0,01 32,00+0,01
° GR-NB-IQ 180,93+0,02 282,00+0,02 12,10+0,02 35,42+0,03 31,64+0,02
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ELISA 180,23+0,45 281,56+0,45 12,00+0,54 34,98+0,65 30,76+0,65
GR-NB-IN 158,43+0,02 855,43+0,02 34,00+0,02 690,57+0,01 1,98+0,02
7 GR-NB-1IQ 158,50+0,01 855,07+0,03 34,12+0,03 690,03+0,02 1,97+0,02
ELISA 157,32+0,54 854,65+0,23 34,23+0,27 691,22+0,54 2,25+0,32
GR-NB-IN 668,00+0,02 142,03+0,02 15,17+0,04 30,02+0,08 2,03+0,01
8 GR-NB-1IQ 668,26+0,03 140,95+0,02 15,74+0,02 29,47+0,03 2,02+0,01
ELISA 668,43+0,52 137,98+0,65 16,04+0,55 29,05+0,43 2,00+0,43
GR-NB-IN 814,93+0,02 131,20+0,07 21,04+0,02 18,03+0,02 5,09+0,01
9 GR-NB-1IQ 813,02+0,03 130,95+0,02 21,03+0,03 18,12+0,03 5,12+0,02
ELISA 813,00+0,49 129,67+0,35 20,97+0,44 17,96+0,32 5,67+0,13
GR-NB-IN 110,93+0,01 1501,03+0,01 29,12+0,02 17,17+0,03 1,93+0,03
10 GR-NB-1IQ 110,48+0,03 1502,04+0,02 29,09+0,03 17,02+0,01 1,89+0,01
ELISA 109,98+0,45 1503,03+0,76 28,97+0,34 16,94+0,43 1,70+0,23
GR-NB-IN 955,16+0,03 299,03+0,02 13,12+0,04 21,43+0,02 3,43+0,01
11 GR-NB-1Q 955,32+0,01 298,96+0,01 13,70+0,02 21,15+0,03 3,50+0,02
ELISA 954,98+0,44 298,20+0,34 13,56+0,45 20,67+0,56 4,02+0,23
GR-NB-IN 693,43+0,03 290,94+0,04 26,29+0,01 47,29+0,05 2,39+0,03
12 GR-NB-1IQ 694,00+0,02 291,90+0,03 26,17+0,03 47,15+0,03 2,40+0,02
ELISA 693,96+0,54 290,45+0,55 27,99+0,43 47,20+0,24 2,78+0,43
GR-NB-IN 664,00+0,02 1798,02+0,01 18,60+0,01 72,95+0,01 16,16+0,03
13 GR-NB-1IQ 664,32+0,03 1798,21+0,03 18,18+0,02 73,12+0,03 16,28+0,02
ELISA 664,87+0,58 1799,65+0,87 19,08+0,23 72,02+0,23 16,00+0,56
GR-NB-IN 297,14+0,01 1215,70+0,02 10,29+0,01 45,12+0,01 6,03+0,01
14 GR-NB-1IQ 297,13+0,02 1214,28+0,03 10,30+0,02 45,45+0,03 6,10+0,01
ELISA 298,08+0,43 1215,66+0,56 9,89+0,38 45,34+0,65 7,04+0,55
15 GR-NB-IN 110,98+0,03 1346,87+0,01 30,02+0,01 37,00+0,01 8,92+0,03
GR-NB-1IQ 111,12+0,02 134,96+0,02 29,90+0,02 37,51+0,02 8,64+0,02
ELISA 110,97+0,43 135,00+0,80 30,07+0,06 37,39+0,34 8,50+0,21
16 GR-NB-IN 104,07+0,02 150,13+0,04 61,32+0,02 17,25+0,05 1,30+0,01
GR-NB-1IQ 104,02+0,03 150,27+0,03 61,63+0,02 17,15+0,03 1,27+0,02
ELISA 103,98+0,45 150,33+0,65 62,09+0,55 18,02+0,23 2,00+0,45
17 GR-NB-IN 59,87+0,01 235,20+0,01 22,35+0,05 5,98+0,08 2,21+0,04
GR-NB-1IQ 59,13+0,02 234,97+0,02 21,94+0,07 6,52+0,02 2,18+0,03
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ELISA 59,21+0,43 235,02+0,34 22,07+0,43 6,33+0,39 2,76+0,43
18 GR-NB-IN 32,14+0,02 431,27+0,01 10,47+0,03 3,31+0,03 2,37+0,01
GR-NB-1IQ 32,97+0,03 430,12+0,03 10,23+0,02 3,25+0,01 2,41+0,02
ELISA 33,00+0,56 429,98+0,78 11,05+0,04 3,20+0,34 2,50+0,12
GR-NB-IN 82,28+0,02 273,40+0,01 5,20+0,01 12,90+0,01 3,43+0,01
19 GR-NB-IQ 82,16+0,03 277,32+0,02 5,43+0,02 12,80+0,02 3,57+0,03
ELISA 81,80+0,55 276,54+0,48 5,10+0,54 13,07+0,32 4,060,65
GR-NB-IN 800,10+0,03 373,21+0,01 181,02+0,04 11,11+0,02 10,32+0,01
20 GR-NB-1IQ 799,98+0,02 372,19+0,02 181,13+0,03 11,12+0,02 10,95+0,02
ELISA 800,20+0,34 371,87+0,45 182,02+0,56 11,98+0,43 11,00+0,54
Test t student pentru 2.12 2.19 1,96 1,56 1,67
GR-NB-IN
Testul t student pentru 1,87 2.02 1,98 2.04 1,70
GR-NB-IQ

Tabelul 6. Comparatia datelor obtinute folosind microsenzorii stocastici si kiturile ELISA pentru

determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in tesuturile tumorale (N=10).

Proba Metoda MLH1, MSH?2, MSHS6, PMS2, KRAS,
Nu. bazata pe ng mL-1 pg mL-1 pg mL-1 ng mL-1 pg mL-1
GR-NB-IN 335,98+0,08 408,13+0,02 55,97+0,03 5,40+0,03 16,05+0,03
1 GR-NB-IQ 336,48+0,02 407,93+0,02 55,98+0,02 5,47+0,02 16,14+0,02
ELISA 335,22+0,43 407,20+0,54 56,32+0,54 5,40+0,23 16,00+0,22
GR-NB-IN 243,95+0,01 200,19+0,01 29,00+0,03 212,98+0,03 3,28+0,01
2 GR-NB-1IQ 248,00+0,02 198,35+0,01 29,18+0,01 213,58+0,03 3,25+0,01
ELISA 247,90+0,65 198,20+0,58 28,85+0,34 212,50+0,56 3,20+0,29
GR-NB-IN 608,68+0,03 17,12+0,02 41,00+0,02 63,63+0,01 38,29+0,03
3 GR-NB-IQ 609,84+0,02 17,84+0,02 40,58+0,03 63,60+0,01 38,17+0,01
ELISA 609,25+0,44 17,00+0,58 40,20+0,87 64,00+0,54 38,55+0,32
GR-NB-IN 192,92+0,01 11,72+0,05 32,00+0,02 308,02+0,08 28,08+0,01
4 GR-NB-1IQ 192,37+0,02 11,68+0,04 32,91+0,03 309,10+0,04 28,12+0,03
ELISA 192,50+0,22 11,00+0,65 32,000,78 308,10+0,44 28,00+0,54
5 GR-NB-IN 515,13+0,04 1131,84+0,03 51,94+0,02 20,97+0,05 16,70+0,02
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GR-NB-1Q 515,43+0,03 1131,97+0,01 52,42+0,01 21,20+0,05 16,30+0,04
ELISA 515,20+0,70 1130,20+0,54 52,00+0,34 20,20+0,44 16,00+0,78
GR-NB-IN 28,93+0,04 17,98+0,02 12,49+0,01 41,02+0,04 35,70+0,02
6 GR-NB-1IQ 29,20+0,01 17,53+0,02 12,23+0,03 40,98+0,03 36,00+0,03
ELISA 28,00+0,40 17,23+0,67 12,57+0,87 40,10+0,50 35,97+0,23
GR-NB-IN 171,04+0,04 14,94+0,03 13,93+0,03 60,34+0,02 46,23+0,02
7 GR-NB-1Q 171,00+0,02 14,82+0,01 13.30+0.01 59,98+0,01 46,15+0,04
ELISA 170,00+0,27 15,00+0,76 14,50+0,24 60,00+0,54 45,90+0,38
GR-NB-IN 92,40+0,03 14,87+0,03 99,87+0,03 1,05+0,02 5,69+0,01
8 GR-NB-1IQ 92,47+0,03 14,14+0,03 100,01+0,04 1,06+0,03 5,63+0,02
ELISA 91,90+0,37 14,00+0,55 99,00+0,34 1,00+0,13 5,00+0,34
GR-NB-IN 119,57+0,02 24,07+0,01 62,95+0,01 190,27+0,02 2,21+0,01
9 GR-NB-1IQ 119,37+0,03 24,00+0,03 63,14+0,03 190,37+0,08 2,45+0,02
ELISA 120,00+0,35 23,23+0,76 62,20+0,55 190,00+0,59 2,00+0,32
GR-NB-IN 27,00+0,01 194,37+0,08 17,03+0,01 1,71+0,03 1,70+0,02
10 GR-NB-1IQ 27,27+0,03 196,04+0,03 18,60+0,01 1,13+0,04 1,73+0,01
ELISA 26,80+0,24 193,90+0,28 16,90+0,28 2,00+0,27 1,60+0,54
GR-NB-IN 85,47+0,02 1123,00+0,02 27,73+0,04 1,16+0,02 2,25+0,03
11 GR-NB-1IQ 86,00+0,04 1124,95+0,04 27,94+0,02 1,15+0,01 2,20+0,03
ELISA 85,00+0,43 1125,04+0,43 27,00+0,21 1,20+0,20 2,00+0,44
GR-NB-IN 57,12+0,02 22,56+0,02 949,30+0,01 107,21+0,01 1,72+0,03
12 GR-NB-1IQ 57,03+0,03 22,39+0,03 947,93+0,03 106,96+0,02 1,71+0,02
ELISA 56,32+0,87 22,78+0,43 946,20+0,28 105,99+0,43 1,60+0,43
GR-NB-IN 63,70+0,01 198,43+0,02 87,70+0,02 11,61+0,02 2,35+0,01
13 GR-NB-1IQ 63,43+0,04 199,03+0,01 87,73+0,01 11,58+0,02 2,38+0,01
ELISA 63,50+0,40 198,21+0,43 86,60+0,43 11,00+0,21 2,00+0,20
GR-NB-IN 711,67+0,05 83,92+0,01 30,21+0,01 250,01+0,01 2,12+0,01
14 GR-NB-1IQ 711,93+0,02 83,50+0,02 29,50+0,03 249,09+0,01 2,11+0,01
ELISA 711,00+0,32 83,00+0,54 29,40+0,65 248,00+0,20 2,50+0,32
15 GR-NB-IN 263,90+0,02 40,97+0,04 12,75+0,02 244,07+0,01 4,12+0,01
GR-NB-1IQ 264,05+0,01 40,95+0,03 11,19+0,04 244,95+0,03 4,10+0,04
ELISA 263,00+0,23 39,80+0,25 11,20+0,28 243,55+0,43 4,00+0,26
16 GR-NB-IN 750,62+0,01 439,15+0,03 35,29+0,02 21,87+0,03 9,47+0,03
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GR-NB-1Q 750,94+0,03 439,24+0,01 35,43+0,03 21,92+0,03 9,42+0,03
ELISA 748,20+0,32 438,20+0,23 34,70+0,21 22,00+0,43 9,20+0,23
17 GR-NB-IN 109,47+0,03 229,84+0,02 34,69+0,02 298,00+0,02 1,91+0,02
GR-NB-1IQ 109,10+0,02 229,61+0,01 34,68+0,03 298,98+0,01 1,89+0,02
ELISA 109,23+0,43 229,00+0,29 34,21+0,49 297,54+0,28 1,52+0,21
18 GR-NB-IN 76,00+0,03 197,02+0,01 421,21+0,04 309,04+0,03 2,42+0,01
GR-NB-1Q 76,43+0,03 197,98+0,03 420,98+0,03 309,10+0,02 2,40+0,02
ELISA 75,07+0,38 196,98+0,42 420,00+0,43 308,75+0,21 2,20+0,15
GR-NB-IN 291,47+0,04 1173,29+0,03 34,22+0,03 85,64+0,04 2,34+0,01
19 GR-NB-1IQ 291,32+0,02 1172,98+0,02 31,86+0,04 83,24+0,02 2,31+0,02
ELISA 290,98+0,34 1171,00+0,48 32,50+0,54 82,90+0,57 2,00+0,14
GR-NB-IN 107,98+0,02 914,37+0,08 782,93+0,02 104,14+0,08 3,39+0,01
20 GR-NB-1IQ 108,45+0,01 915,05+0,02 781,97+0,02 103,95+0,02 3,43+0,02
ELISA 106,50+0,36 914,00+0,38 780,80+0,68 103,20+0,58 3,20+0,18
Test t student pentru 2.12 1,98 2.03 1.05 2.20
GR-NB-IN
Testul t student pentru 1.13 1,97 2.40 1,70 1,67
GR-NB-1IQ

Testul t efectuat pentru fiecare dintre rezultatele obtinute folosind fiecare dintre microsenzori versus
ELISA, la un nivel de incredere de 99,00%, a aratat ca nu exista o diferenta semnificativa intre rezultatele
obtinute folosind microsenzorii stocastici si ELISA.

Prin compararea rezultatelor obtinute in aceasta lucrare cu rezultatele obtinute anterior [23, 24] folosind
senzori stocastici, intervalele de concentratie de lucru sunt mai largi, iar limitele de determinare sunt
mult mai mici favorizand identificarea si cuantificarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, si KRAS in probele
de sange integral, salivd, urind si tesut tumoral, intr-un stadiu foarte incipient, exact cand sunt eliberate

in organism.
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II. Senzori bazati pe NSB-EGR si FHD/FTEX pentru cuantificarea
proteinelor MMR si KRAS

1. Partea experimentala
1.1. Materiale si reactivi
Frutafit HD si frutafit TEX au fost achizitionate de la Sensus (Roosendaal, Olanda). MLHI1,

MSH?2, MSH6, PMS2 si KRAS au fost achizitionate de la Sigma Aldrich (Milwaukee, SUA); uleiul de
parafind a fost achizitionat de la Fluka (Buchs, Elvetia). Pentru prepararea tamponului fosfat s-au folosit
fosfat monosodic si fosfat disodic, pH=7,5. Apa deionizatd obtinuta dintr-un sistem Millipore Direct-Q
3 a fost utilizata pentru prepararea tuturor solutiilor de la 10-22 1a 10-2 g mL-1 ordin de marime. Azot
(9,3%) si Bor (2,4%) - grafen dopat (NB-DG) a fost furnizat de Institutul National de Cercetare si
Dezvoltare Tehnologii Izotopice si Moleculare, Cluj-Napoca, Romania in cadrul grantului Ministerului
Cercetarii, Inovarii si Digitalizare, CNCS/CCCDI — UEFISCDI, numar proiect PN-III-P4-ID-PCCF-2016-
0006.

1.2. Proiectarea microplatformelor combinate
Proiectarea microsenzorilor stocastici: 50 uL. de FHD si respectiv FTEX (10-3mol L-1), fiecare au
fost addugate la 50 mg de pastd de grafen dopat (NSB-EGR) (obtinuta prin amestecarea pulberii NSB-
EGR cu ulei de parafind). Fiecare dintre paste a fost plasata in minituburi imprimate 3D cu diametrul
intern de 20um; un fir de Ag a facut legatura Intre pasta si circuitul extern.
Microsenzorul stocastic a fost integrat intr-o microplatforma Impreund cu contraelectrodul

(sarma de platind) si electrodul de referinta (electrodul Ag/AgCl) (Schema 1).
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Microplatform
NSB-EGR modified with FHD/FTEX

Ag/AgCI

Stochastic
microsensor

Schema 1. Proiectarea microsenzorului stocastic si a microplatformei de masurare utilizate in analiza

simultana a MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si a KRAS in sangele integral, uring, saliva si tesuturi tumorale.

Inainte si dupa fiecare masuratoare s-a efectuat curdtarea cu apa deionizata si uscare moale cu
hartie adsorbantd. Cand nu au fost folosite, microplatformele au fost pastrate la loc uscat, la

temperatura camerei.

1.3. Metoda stocastici
Cronoamperometria a fost folosita pentru toate masuratorile. S-a aplicat un potential de 125 mV fata
de Ag/AgCl si au fost Inregistrate diagrame (Figurile 1 si 2). Semnaturile (valorile toff) ale MLH1,
MSH?2, MSH6, PMS2 si KRAS au fost identificate in diagrame si au servit ca elemente de recunoastere
pentru biomarkeri. Valorile tonelor servite pentru toate masurdtorile cantitative. Pentru calibrarea
microplatformelor au fost utilizate serii de solutii de MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS (cu diferite
concentratii). Ecuatiile de calibrare obtinute pentru biomarkerii utilizand fiecare dintre cele doua
microplatforme s-au bazat pe determinarea valorii ton (citita intre doua valori consecutive de toff);
Parametrii a, si b din ecuatia de calibrare 1/ton = a + bxConc.biomarker au fost determinati folosind
metoda regresiei liniare. Pentru screening-ul sangelui integral, urinei, salivei si tesutului tumoral,
biomarkerii au fost recunoscuti pe baza semnaturii lor (valorile toff) (Figurile 1 si 2), valorile ton au fost
citite si introduse in ecuatia de calibrare pentru determinarea concentratia de MLH1, MSH2, MSH6,

PMS2 si KRAS in sangele integral, urina, saliva si tesutul tumoral.
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Figura 1. Diagrame tipice obtinute prin screening (a) sange integral, (b) saliva, (c) urina si (d) tesuturi

tumorale cu microplataforma bazata pe FHD/NSB-EGR.
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Figura 2. Diagrame tipice obtinute prin screening (a) sange integral, (b) saliva, (c) urina si (d) tesuturi

tumorale cu microplataforma bazata pe FTEX/NSB-EGR.
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2. Caracteristicile de raspuns ale microplatformelor combinate

Modul stocastic a fost aplicat pentru a determina toate caracteristicile de rdspuns ale microplatformelor
combinate propuse. Au fost obtinute semnaturi diferite pentru MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS,
atunci cand a fost utilizatd aceeasi microplatformd, demonstrand ca se poate realiza o recunoastere
moleculara fiabila (Tabelul 1).

Caracteristicile de raspuns ale microplatformelor combinate propuse, cum ar fi sensibilitatea, intervalul
de concentratie liniar, limita de determinare, au fost determinate pentru ambele microplatforme
combinate (Tabelul 1). Limitele inferioare de determinare — de fg mL-" au fost obtinute cu ajutorul
microplatformelor combinate.

Pentru testarea MLHI1, cea mai mare sensibilitate a fost inregistrata atunci cand a fost utilizat FTEX in
proiectarea microplatformei combinate, In timp ce cel mai larg interval de concentratie liniara a fost
inregistratd atunci cand a fost utilizata microplataforma combinata bazata pe FHD.

Pentru testarea MSH2, cea mai largd gama de concentratii liniare a fost Inregistrata atunci cand a fost
utilizatd microplataforma combinata bazatd pe FTEX, in timp ce limita cea mai inferioard de
determinare si cea mai mare sensibilitate au fost inregistrate cand microplataforma combinata bazatd
pe FHD a fost utilizata pentru testarea MSH2.

Cea mai joasd limitd de determinare obtinutd pentru analiza MSH6, precum si cea mai larga gama
liniara de concentratie si cea mai mare sensibilitate au fost raportate pentru microplataforma combinata
bazata pe FTEX.

Cel mai larg interval de concentratie liniara si cea mai mare sensibilitate pentru analiza PMS2 au fost
obtinute atunci cand a fost utilizata microplataforma combinata bazata pe FHD.

Pentru testarea KRAS, cel mai larg interval de concentratie liniar a fost inregistrat cand a fost utilizata
microplataforma combinata bazatd pe FHD, iar cea mai mare sensibilitate a fost obtinuta atunci cand a

fost utilizatd microplataforma combinata bazata pe FTEX.
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Tabelul 1.Caracteristicile de rdspuns ale miniplatformelor utilizate pentru testarea MLH1, MSH2,

MSHS6, PMS2 si KRAS.
Microplatforma
Semnatura Interval liniar de Ecuatii de calibrare; Sensibilitate LOQ
combinata bazata
totf (s) concentratie (g mL-1) coeficientul de corelare, r* (s ug!ml) (fg mL")
pe NSB-EGR si
MLH1
1/ton=0.11+2.06x10-2xC;
FHD 1.2 3.20x10-16-3.20x10-> 2.06x102 0.32
r=0.9995
FTEX 2.1 3.20x10-15-3.20x10-6 1/ton=0.05+1.03x10-1xC; r=0.9902 1.03x10! 3.20
MSH2
FHD 2.0 1.00x10-15-1.00x10-° 1/ton=0.06+2.33x102xC; r=0.9994 2.33x102 1.00
FTEX 1.1 1.00x10-14-1.00x10-> 1/ton=0.10+37.56xC; -2r=0.9979 37.56 10.00
MSH6
1/ton=0.16+1.02x10-2xC;
FHD 1.8 2.30x10-99-2.30x10- 1.02x10-2 2.30x106
r=0.9947
1/ton=0.11+5.91x10-3xC;
FTEX 34 2.30x10-15-2.30x10-6 5.91x10°3 2.30
r=0.9907
PMS2
FHD 1.4 2.70x10-15-2.70x10-5 1/ton=0.15+1.71x104xC; r=0.9996 1.71x104 2.70
1/ton:0.09+2.00)<10'2xc;
FTEX 2.5 2.70x10-15-2.70x10-6 2.00x102 2.70
r=0.9949
KRAS
1/ton=0.06+9.50%x10-3xC;
FHD 1.6 2.20x10-15-2.20x10-5 9.50x10°3 2.20
r=0.9976
FTEX 1.3 2.20x10-15-2.20x10-6 1/ton=0.13+2.89x103xC; r=0.9967 2.89x103 2.20

*<C> - concentratie = ug mL; <ton>=s; LOQ - limita de cuantificare

Au fost efectuate studii de reproductibilitate si stabilitate pentru fiecare tip de microplatforma

combinatd. Zece microplatforme combinate bazate pe FHD si, respectiv, pe FTEX, au fost proiectate in

B EVRPE]

REPRIE]

.....
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combinate au fost verificate in continuare timp de 30 de zile pentru a stabili stabilitatea acestora In timp;
pentru toate microplatformele combinate testate, %, valori RSD mai mici de 0,51% au fost inregistrate
pe parcursul celor 30 de zile. Varianta inregistrata pentru masuratorile efectuate folosind ambele
microplatforme atunci cand sunt utilizate pentru testarea simultana a MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si a

KRAS in probele de sange integral, urind, saliva si tesut, nu a depasit 0,10.

3. Bioanaliza MMR: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS, folosind microplatforme
combinate
Microplatformele combinate propuse au fost utilizate pentru bioanaliza a 300 de probe de
sange integral, saliva, urind si tesuturi tumorale de la pacienti confirmati cu cancer colorectal.
Diagramele au fost inregistrate (Figurile 1 si 2) si utilizate pentru recunoasterea moleculard a MMR si
KRAS, de asemenea, pe baza semnaturilor lor (valorile tof). Dupa identificarea fiecaruia dintre MLH1,
MSH?2, MSH6, PMS2 si KRAS, concentratia lor a fost determinatd in mod corespunzdtor cu procedura
descrisa in paragraful Metoda stocastica.
O corelatie foarte bund intre rezultatele obtinute folosind microplataforma combinata bazata
pe FHD si utilizarea microplatformei combinate bazata pe FTEX (Figura 3) s-a obtinut pentru toate

probele: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in sange integral, saliva, urind si probe de tesut tumoral.
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Figura 3.Determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in (a) sange integral, (b) saliva, (c) urina

si (d) probe de tesut tumoral utilizand microplatforme combinate bazate pe FHD/NSB-EGR si pe

FTEX/NSB-EGR.

masa 2Valorile medii %, RSD inregistrate pentru determinarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS in

probele biologice.

Microplatforma % RSD
combinatd bazata
pe NSB-EGR si FHD NSB-EGR FTEX NSB-EGR
MLH- PMS-
Biomarker MSH-2 | MSH-6 KRAS | MLH-1 | MSH-2 | MSH-6 | PMS-2 | KRAS
1 2
Salivd | o020 | 002 | 002 | 002 | 002 | 002 | 002 | 003 | 002 | 003
Sange
Fluid | integral | 002 | 003 | 002 | 002 | 002 | 002 | 003 | 002 | 002 | 002
biologic
Tesut 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02
Urind | g02 | 002 | 003 | 002 | 002 | 002 | 002 | 003 | 002 | 002
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Valorile %, RSD asociate cu Figura 3 sunt prezentate in Tabelul 2. Valorile determinate au aratat
o reproductibilitate ridicatd a masuratorilor efectuate cu microplataforma combinata.

Testul t Student pereche a fost efectuat la un nivel de incredere de 99,00% pentru toti
biomarkerii: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS. Valorile calculate pentru testul t au fost mai mici de
3,21 (valoarea tabelata la nivelul de incredere de 99,00% este 4,13), dovedind ca nu exista o diferenta
semnificativa Intre rezultatele obtinute folosind cele doud microplatforme combinate bazate pe FHD si
pe FTEX. In afard de testul t, au fost efectuate teste de recuperare ale MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si
KRAS pentru probe de sange integral, saliva, urind si tesut tumoral. A fost efectuatd o examinare initiald
pentru a determina cantitdtile de MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS din sange integral, saliva, urind
si probe de tesut tumoral. Zece cantitdti diferite de MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS au fost
adaugate la probele reale si au fost determinate concentratiile finale. Cantitatile addugate de MLH1,
MSH?2, MSH6, PMS2 si KRAS in probele de sange integral, saliva, urind si tesut tumoral au fost

comparate cu cantitatile gasite. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 2.

Tabel 2. Recuperarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 si KRAS din sange integral, salivd, urina si tesut
tumoral (N = 10).

Combinati Recuperare, %
microplatforma
bazata pe NSB- MLH-1 MSH-2 MSH-6 PMS-2 KRAS
EGR si

Sange integral

FHD 99,99+0,02 99,96+0,01 99,83+0,02 99,87+0,02 99,95+0,02

FTEX 99,95+0,03 99,47+0,01 99,91+0,01 99,87+0,03 99,96+0,02
Saliva

FHD 99,21+0,03 99,21+0,02 99,88+0,01 99,12+0,03 99,77+0,04

FTEX 99,77+0,05 99,30+0,01 99,90+0,02 95,43+0,04 99,43+0,02
Urina

FHD 99,00+0,02 99,20+0,04 99,11+0,02 99,12+0,02 99,18+0,04

FTEX 99,11+0,04 99,22+0,02 99,05+0,01 99,08+0,03 99,21+0,02

Tesut tumoral

FHD 98,90+0,03 98,60+0,03 98,77+0,02 98,90+0,03 98,73+0,01
FTEX 99,00+0,02 98,75+0,04 98,97+0,01 99,00+0,02 98,78+0,02
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Testele de recuperare efectuate arata valori mari pentru recuperari (toate mai mari de 98,50%)
cu RSD (%) foarte scazutd, mai mici de 0,06%, cand au fost efectuate 10 masuratori. In consecintd, au
fost obtinute o acuratete si precizie ridicate atunci cand microplatformele combinate propuse au fost
utilizate pentru bioanaliza probelor.

Comparativ cu rezultatele obtinute pentru testarea KRAS si MLH1, MSH2, MSH6, PMS2, [25,
26] folosind senzori stocastici, intervalele de concentratie de lucru sunt mai largi, iar limitele de
determinare sunt mult mai mici, favorizand identificarea si cuantificarea MLH1, MSH2, MSH6, PMS2
si KRAS in probele de sange integral, saliva, urind si tesut tumoral, Intr-un stadiu foarte incipient al

cancerului de colon.
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III.  Senzori stochastici pentru cuantificarea catepsinei B, catepsinei D
si proteinei p53

1. Partea experimentala

1.1. Reactivi si materiale
Cathepsine B, D, proteina p53,Mn(OAP)Cl, nanopulbere de diamant si solutia tampon
(pH=7,50) au fost cumpadrate de la Sigma-Aldrich, in timp ce uleiul de parafind a fost cumparat de la
Fluka. Nanopulbere de grafen a fost achizitionatd de la SkySpring Nanomaterials, Inc., Houston, SUA.
Pentru toate preparatele solutiilor a fost folosita apa deionizata. Solutii de catepsind B, catepsina D si

P53 avand concentratii diferite au fost obtinute folosind metoda dilutiei in serie.

1.2. Constructia microsenzorilor stocastici

Pentru a forma o pasta omogend, uleiul de parafina a fost addugat la nanopulberea de
diamant.La pasta de diamant omogena s-a addaugat o solutie de 1 x 10-3 mol L-1 Mn(OAP)Cl intr-un
raport de 1:1 (w:V; mg:uL) pentru a da pasta modificatd pentru constructia Microsenzor stocastic
Mn(OAP)Cl/nDP.

Pentru construirea microsenzorului stocastic Mn(OAP)CI/nGR, ulei de parafina a fost adaugat
la nanopulberea de grafen pentru a forma o pasta omogena de grafen. La grafenul omogen lipiti o
solutie deMn(OAP)CI (1 x 10-3 mol L-1) a fost adaugat la pasta omogena intr-un raport de 1:1 (w:V;
mg:uL) pentru a obtine partea activda a Mn(OAP)Cl /nGR microsenzor stocastic.
O imprimanta 3D a fost folosita pentru a obtine microtuburi 3D din plastic. Aceste paste au fost plasate
in microtuburi imprimate. Un fir de Ag a fost folosit ca contact intre pasta modificata si circuitul extern.

Senzorii au fost depozitati In locuri intunecate, la temperatura camerei.

1.3. Metoda stocastici

Cand se aplica potentialul de 125 mV vs Ag/AgCl (tehnica cronoamperometricd), variatia
curentului va da valori de toff cunoscute sub numele de semnaturi ale analitului - deoarece acestea apar
atunci cand biomarkerii intra in canal (curent scade la zero), blocindu-1 pand cand molecula intra
induntru, iar acestea sunt specifice fiecdrui biomarker; valorile tonelor sunt masurate in timpul celei de-
a doua etape, cand biomarkerul suferd procese de legare si redox in interiorul canalului (valoarea sa
este masuratd intre doud valori totr) (Figurile 1 si 2). In consecintd, semnatura (valoarea totf) este un
parametru calitativ utilizat In recunoasterea moleculara si diferentierea biomarkerilor, in timp ce
valoarea tonei este un parametru de cuantificare, utilizat pentru determinarea concentratiilor

biomarkerilor, in conformitate cu ecuatia: 1/tona. = a + b x Coiomarker, unde Chiomarker €Ste concentratia
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biomarkerului. Parametrii ecuatiilor de calibrare pentru fiecare biomarker, folosind cei doi
microsenzori stocastici bazati peMn(OAP)Cl/nDP si pe Mn(OAP)Cl/nGr au fost obtinute prin metoda
regresiei liniare. Concentratiile necunoscute ale biomarkerilor au fost obtinute prin inserarea valorilor
tonelor obtinute din diagrame (Figurile 1 si 2) in ecuatiile de calibrare ale fiecarui microsenzori, pentru

fiecare dintre biomarkeri.
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Figura 1. Diagrame obtinute pentru

Mn(OAP)CI/nDP, a (a) salivei, (b) sangelui integral, (c) tesutului tumoral si (d) urinei.

screening, folosind microsenzori stocastici bazati pe
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Figura 2. Diagrame obtinute pentru screening, folosind microsenzorii stocastici bazati pe
Mn(OAP)Cl/nGr, a (a) saliva, (b) sangelui integral, (c) tesutului tumoral si (d) urinei cu microsenzorul

stocastic bazat peMn(OAP)CI/nGr.
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2. Rezultate si discutii
2.1. Morfologia suprafetelor active ale microsenzorilor stocastici
Figura 3 prezinta analiza calitativa obtinutd prin microscopia electronica cu scanare. Dupad cum
se poate observa din Figura 3 (a), analiza morfologica aratd cd materialul este omogen in cazul pastei
pe bazé de pulbere de nanodiamond (nDP). In cazul utilizrii pastei pe baza de pulbere de nanografen

(nGr), se poate observa cd aceasta contine goluri extinse intre foile de grafen.

A)
Figura 3. Imagini SEM pentru suprafata activd a (a) Mn(OAP)CI/nDP si a Mn(OAP)Cl/nGr.

De asemenea, in ambele imagini se observa canalele — necesare pentru obtinerea semnalului stocastic.

2.2. Caracteristicile de rdspuns ale celor doi microsenzori stocastici utilizati pentru testarea p53, catepsina B
si catepsina D
Caracteristicile de rdspuns ale microsenzorilor stocastici sunt prezentate in tabelul 1.
Tabelul 1. Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici utilizati pentru determinarea

simultana a catepsinei B, catepsinei D si p53.

Interval
Limita de
Microsenzor Semnatura | Ecuatia de calibrare*, | Sensibilitate liniar de
Biomarker cuantificare
stocastic toff (s) r s-1 g-1ml concentratie
(g ml-1)
(g ml-1)
Cathepsin
on=U.U4+2. x]104 . x10-15-
10 1/ton=0.04+2.50x10+C 2 5010t 7 00x10-15 7.00x10
B r=0.9999 7.00x10-6
Mn(OAP)CI/nDP
Cathepsin
on=(0.03+5.99x103 .50x10-15-
18 1/ton=0.03+5.99x103C 5.99x10% 2 50x10-15 2.50x10
D r=0.9943 2.50x10-6
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1/ton=0.05+1.95%x104C 2.56x10-12-
p53 ) 95x104 56x10-12
16 r=0.9971 1.95<10 2.56x10 5.00x10-6
Cathepsin _ <104 x10-15-
14 1/ton=0.07+2.35x104C 2 3510t 7 00x10-15 7.00x10
B r=0.9898 7.00x10-15
Cathepsin
Mn(OAP)CI/nG on=0. 76x106 50x10-13-
n(OAP)CI/nGr 10 1/ton=0.07+2.76x10¢C 9 76106 5 50x] 013 2.50x10
D r=0.9936 2.50x108
1/ton=0.03+7.94x104C 1.28x10-11-
p53 1. 7.94x104 1.28x10-11
8 r=0.9955 94x10 810 1.00x10-6

<C>=gmL-1 <ton>=s

Au fost inregistrate valori diferite pentru semnaturi pentru cei trei biomarkeri atunci cand a
fost utilizat acelasi microsenzor, dovedind ca recunoasterea moleculard si diferentierea catepsinei D,
catepsinei B si p53 pot fi efectuate folosind cei doi microsenzori stocastici. Au fost obtinute limite de
determinare foarte scazute (cea mai mica concentratie din intervalul de concentratie liniard): pentru
analiza catepsinei B s-a obtinut un ordin de marime de fg mL-1, pentru analiza catepsinei D, ordinul
de magnitudine cel mai mic (fg mL- 1) a fost obtinut atunci cand microsenzorul bazat pe
Mn(OAP)Cl/nDP s-a folosit, In timp ce limita inferioara de determinare pentru analiza p53 a fost de pg
mL-1, cand microsenzorul se bazeazi pe Mn(OAP)CI/nDP. in timp ce pentru testarea catepsinei D si
p53 nu a fost determinata nicio diferentd in ordinea marimii pentru sensibilitatea celor doi
microsenzori, pentru analiza catepsinei D, cea mai mare sensibilitate a fost obtinuta utilizand senzorul
bazat pe Mn(OAP)Cl/nGr.

Au fost efectuate studii de reproductibilitate si stabilitate pentru fiecare microsenzor stocastic.
In acest sens, zece microsenzori stocastici de fiecare tip au fost proiectati corespunzitor cu metoda
descrisa mai sus, iar valorile sensibilitatilor au fost inregistrate si comparate timp de 30 de zile. Pentru
reproductibilitatea designului, in comparatie pentru fiecare tip de microsenzori, sensibilitatile, au fost
urmatoarele %, RSD obtinute: 0,06% pentru microsenzorul stocastic bazat pe Mn(OAP)Cl/nDP si 0,10%
pentru microsenzor. pe baza Mn(OAP)Cl/nGr, sensibilitatile fiind masurate pentru fiecare dintre
microsenzori imediat dupa prepararea pastei modificate. Valorile obtinute au confirmat
reproductibilitatea designului celor douad tipuri de microsenzori stocastici.
a fost efectuatd in fiecare zi. Pentru microsenzorii stocastici pe baza de Mn(OAP)Cl/nDP, valorile %,
RSD obtinute au fost de 0,13%, in timp ce pentru microsenzorii stocastici pe baza de Mn(OAP)Cl/nGr
s-a determinat o valoare de 0,11%. Aceste rezultate au demonstrat o buna stabilitate in timp a pastelor
modificate si a microsenzorilor stocastici.

Valorilor semnaturilor biomarkerilor/substantelor din probele biologice li se acorda selectivitatea

microsenzorilor stocastici; diferentele dintre semnaturi au dovedit selectivitatea acestora. Au fost

verificate selectivitatea fata de CEA, CA72-4, leucind, serina, glutamina; toate semnaturile obtinute
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pentru aceste substante au fost diferite unele de altele si mai mari de 2,0, dovedind selectivitatea

microsenzorilor stocastici propusi.

3. Recunoasterea moleculara, diferentierea si cuantificarea catepsinei B, catepsinei D si p53 in
probele biologice

Modul stocastic descris mai sus a fost utilizat pentru recunoasterea moleculara si cuantificarea
celor trei biomarkeri. Sangele integral, saliva, urind si tesuturile tumorale de la pacientii confirmati cu
cancer colorectal/gastric au fost examinate fara nicio prelucrare si au fost analizate diagrame (Figurile
1 si 2). Metoda standard de addugare - cand s-au addugat cantitdti cunoscute de catepsina B, catepsina
D si p53 la cele patru tipuri de probe biologice si metoda de comparare urmata de o analiza student-t-
test cand au fost comparate rezultatele obtinute folosind cei doi microsenzori stocastici, au fost utilizati
pentru validarea microsenzorilor stocastici propusi.

Pentru metoda de addugare standard, determinarea catepsinei B, catepsinei D si p53 au fost
efectuate Tnainte si dupd addugarea cantitatilor cunoscute din fiecare dintre biomarkeri in sangele
integral, urina, saliva si tesutul tumoral; cantitatile determinate de biomarkeri obtinuti dupa adaugarea
unor cantitdti cunoscute de biomarkeri au fost comparate cu cantitatea initiala gasita in probele
biologice (Tabelul 2).

Masa 2.Recuperarea catepsinei B, catepsinei D si p53 din sange integral, saliva, urind si probe de tesut

tumoral (N = 10).

Microsenzori Recuperare, %

stocastici Cathepsin B Cathepsin D P53

Tot sangele

Mn(OAP)CI/nDP 99,14+0,01 99,97+0,01 99,95+0,02

Mn(OAP)CI/nGr 99,23+0,02 99,96+0,03 99,99+0,01
Saliva

Mn(OAP)CI/nDP 99,54+0,04 99,88+0,02 99,47+0,02

Mn(OAP)CI/nGr 99,11+0,08 99,76+0,03 99,97+0,05
Urina

Mn(OAP)CI/nDP 98,95+0,03 99,15+0,04 99,23+0,04

Mn(OAP)CI/nGr 99,06+0,05 98,99+0,03 99,14+0,07

Tesut tumoral

Mn(OAP)CI/nDP 98,47+0,06 98,12+0,02 99,00+0,04
Mn(OAP)CI/nGr 98,98+0,08 98,21+0,03 98,99+0,03
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Testele de recuperare efectuate arata ca biomarkerii: catepsina D si B, precum si p53, pot fi determinati

cu precizie in probele biologice: sange integral, saliva, urind si tesuturi tumorale.

Nivelurile celor trei biomarkeri au fost evaluate in probele biologice folosind ambii

microsenzori stocastici (Figura 4).
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Figura 4.Comparatie iIntre rezultatele obtinute cu cei doi microsenzori stocastici bazati pe
Mn(OAP)Cl/nDP si Mn(OAP)Cl/nGr pentru analiza a)p53, b)Catepsinei B si c)Catepsinei D, in sangele

integral, tesut, urind si saliva.

Figura 4 a aratat o corelatie foarte bund intre rezultatele obtinute folosind microsenzorii stocastici bazati
pe Mn(OAP)CI/nDP si Mn(OAP)Cl/nGr. Un test t student a fost efectuat la un nivel de Incredere de
99,00% (valoarea tabelatd este 4,13). Valorile obtinute pentru testul pereche — student-t au fost 2,19
pentru catepsina D, 1,12 pentru catepsina B si 1,93 pentru p53. Valorile obtinute pentru testul student-
t au fost mai mici de 4,13, demonstrand canu exista o diferentd semnificativa intre rezultatele obtinute
folosind cei doi microsenzori stocastici bazati pe Mn(OAP)Cl/nDP si Mn(OAP)Cl/nGr pentru analiza
catepsinei B, catepsinei D si p53. In consecintd, microsenzorii stocastici propusi pot fi validati pentru
recunoasterea moleculard, diferentierea si testarea pentru catepsina B, catepsina D si p53 in probele de

sange integral, saliva, urind si tesut tumoral.
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IV.  Senzori pentru cuantificarea CA 19-9, CA 72-4, CA 125 si CEA

1. Partea experimentala

1.1. Reactivi si materiale

Cei patru biomarkeri (CA 19-9, CA 72-4, CA 125 si CEA) si solutia tampon de fosfat (pH=7,50) au
fost achizitionate de la Sigma-Aldrich, in timp ce uleiul de parafind a fost achizitionat de la Fluka.

Pentru prepararea solutiilor de biomarkeri a fost utilizatd metoda dilutiei in serie.

1.2. Sinteza grafenelor decorate cu bor si azot

Probele de grafen au fost obtinute prin exfolierea electrochimica a tijelor de grafit, scufundate in
electrolitul corespunzator (100 ml). Pentru prima proba (NBGr-1), electrolitul a continut 0,1 mol L-1
sulfat de amoniu, 0,1 mol L-1 acid boric si 0,05 mol L-1 NaCl. Pentru a doua proba (NBGr-2) electrolitul
a fost facut din 0,05 mol L-1 sulfat de amoniu, 0,1 mol L-1 acid boric si 0,05 mol L-1 NaCl. Tijele de grafit
au fost conectate la sistemul de exfoliere (sistem de casd) si s-a aplicat o tensiune constanta de 12 V timp
de aproximativ 4 ore intre anod si catod. Pulberea neagra rezultata din exfolierea anodului si depusd
la fundul celulei a fost colectatd prin decantare si spalata temeinic cu apa dublu distilata (10 L). Apoi,
pulberea a fost dispersata prin ultrasunete timp de 30 de minute in 125 ml apa si filtratd pe hartie cu
banda albd pentru a indeparta particulele mari. Ultimul pas a fost uscarea prin liofilizare. Ambele
pulberi de grafen: NBGr-1 si NBGr-2 au fost utilizate in constructia microsenzorilor stocastici pentru

testarea simultand a CA 19-9, CA 72-4, CA 125 si CEA in probe biologice.

1.3. Proiectarea microsenzorilor stocastici

Microsenzorii stocastici 3D cu doud ace au fost proiectati dupa cum urmeaza: fiecare dintre
pulberile: NBGr-1 si NBGr-2 au fost amestecate cu ulei de parafind pana s-a obtinut o pastd omogena.
Fiecare dintre paste a fost amestecata cu o solutie de 10 mol L-1 de oleamida N-(2-mercapto-1 H-
benzo[d]imidazol-5-il). Microconuri 3D cu un diametru interior de 10 um au fost imprimate in
laboratorul nostru folosind o imprimanta 3D Stratasys Objet 24 care utilizeazd tehnologia PolyJet
pentru constructia incrementald a modelelor tridimensionale printr-un proces strat cu strat. Materialul
folosit In acest studiu este Vero White Plus, care este un polimer ferm alb opac. Materialul suport
cunoscut sub numele de FullCure 705 este un fotopolimer pe baza de acril cu o consistentd
asemanatoare gelului. Are proprietdtile de a fi usor de spalat si non-toxic. Precizia imprimantei a fost
masurata la 0,1 mm. Intervalul de temperatura in timpul functiondrii a fost inregistrat ca 18-25 °C, in
timp ce intervalul de umiditate relativa a fost masurat ca 30-70%. Durata necesard pentru imprimarea

microconurilor 3D a fost de 2 ore. Modelul de polimer lucios a fost fabricat si pozitionat intr-o orientare
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verticald pe masa de imprimare pentru a minimiza utilizarea materialului suport. Diametrul suprafetei
electrodului de lucru a fost masurat la 10 um. Pastele modificate au fost plasate in microconuri 3D

(diametrul intern 10 pm) special concepute pentru microsenzorii stocastici 3D cu ac (Schema 1).

WE «

RE
Aux __Ag wire
(Ag/AgCI] \\ / (Pt wire) —

WE
(Working electrode)

V

Schema 1.Designul microsenzorului stocastic 3D cu ac. (WE este electrodul de lucru).

In plus, electrodul de lucru (WE) a fost plasat intr-un con care contine si electrodul de referinta
(sarma Ag/AgCl) si electrodul auxiliar (sarma Pt) (Schema 1). Cand nu erau folositi, microsenzorii cu

ace au fost pastrati in locuri uscate, la temperatura camerei.

1.5. Metoda stocasticd

Metoda stocastica implica efectuarea masuratorilor de ton si torf la 0 tensiune constanta (125 mV fata
de Ag/AgCl) prin utilizarea unei metode cronoamperometrice. Dupa efectuarea unei analize
amanuntite a potentialelor cuprinse intre 0 si 500 mV, a fost ales un potential de 125 mV. Aceastd
valoare specificd a fost determinatd pentru a produce semnaturi lizibile (valori tof) care ar putea fi
interpretate Tn mod consecvent si precis. Valorile timpilor tor — denumiti si ca semnaturi ale
biomarkerilor (in functie de valorile lor, biomarkerii sunt recunoscuti in diagrame) au fost utilizati
pentru identificarea celor patru biomarkeri (CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125) si valorile tone (care se
citesc Intre doua semndturi) au fost utilizate pentru determinarea concentratiei fiecdruia dintre
biomarkeri folosind ecuatia de calibrare 1/ton = a + bxChiomarker, unde Coiomarker €ste concentratia
biomarkerilor determinata folosind microsenzorii stocastici cu ac 3D propusi: CA 72-4, CA 19-9, CEA
si CA 125, asa cum se vede in figurile 1 si 2. Parametrul cunoscut sub numele de ,to” denota durata
necesard pentru ca biomarkerul sa intre In canal. Este denumitd In mod obisnuit semndtura

biomarkerului si este indicatd vizual pe diagrame folosind eticheta ,tott”. Semnadtura are o importanta
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semnificativd In analiza calitativa, deoarece este strans asociatd cu identificarea moleculara a
biomarkerilor. Fiecare analit genereaza o semnatura distincta (torr) care este afectata de factori precum
dimensiunea, forma, stereogeometria, capacitatea de desfasurare si viteza atunci cand traverseaza

canalul sau porul. In consecintd, este rar ca doi analiti sa prezinte semnaturi identice.
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Figura 1.Exemple de diagrame obtinute atunci cand microsenzorul stocastic 3D cu ac bazat pe
NBGr-1 a fost utilizat pentru screening-ul a) salivei, b) sangelui integral, c) tesutului tumoral gastric si

d) urinei.
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Figura 2.Exemple de diagrame obtinute atunci cand microsenzorul stocastic 3D cu ac bazat pe
NBGr-2 a fost utilizat pentru screening-ul a) salivei, b) sangelui integral, c) tesutului tumoral gastric si

d) urinei.
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2. Rezultate si discutii

2.1. Morfologia suprafetei active a acului din microsenzorii stocastici 3D

Imaginile de microscopie electronica pentru pastele bazate pe NBGr-1 si NBGr-2 sunt prezentate

in Figura 3. Imaginile SEM au demonstrat ca exista canale pe partea activa a microsenzorilor stochastici

cu ac 3D.

Figura 3. Imagini SEM pentru partea activa a microsenzorului stocastic cu ac bazate pe a) NBGr-1 si b)

NBGr-2.

Aceste canale sunt necesare pentru detectarea stocasticd si, prin urmare, se poate spune cd
semnalele stocastice specifice pot fi produse daca senzorii sunt utilizati iIn modul cronoamperometrie.
Multe studii de analiza a suprafetei au confirmat ca suprafata suprafetei grafenului este mai neteda si
stabild [41] facilitand stabilitatea ridicatd a canalelor modificatorilor. Aceste canale sunt necesare pentru
detectarea stocastica si, prin urmare, se poate spune ca semnalele stocastice specifice pot fi produse

daca senzorii sunt utilizati in modul cronoamperometrie.

2.2. Caracteristicile de rdaspuns ale celor doi microsenzori stocastici utilizati pentru testarea celor patru

biomarkeri (CA 19-9, CA 72-4, CA125 si CEA)

Dezvoltarea actuald a senzorilor stocastici este un proces in doud faze: in prima faza, cunoscuta si
sub denumirea de faza de recunoastere, biomarkerul intrd in canal - In timp ce intra In canal,
biomarkerul 1l blocheaza, facand ca intensitatea curentului sd scada la valoarea zero - atita timp cat

procesul de intrare In canal are loc(acest timp necesar pentru ca biomarkerul sa intre In canal se numeste
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semndtura biomarkerului si este marcat pe diagrame cu tot); a doua faza este cea in care se determina
cantitatea de biomarker, iar parametrul tond este conectat la concentratie In mod corespunzator cu
ecuatia prezentatd in paragraful mod stocastic. In timp ce semnatura este foarte importantd pentru
analiza calitativa (fiind parametrul legat de recunoasterea moleculara a biomarkerilor), parametrul ton

oferd caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici 3D cu ac. Caracteristicile de rdspuns ale

A modern approach of pathology and clinical analysis

microsenzorilor stocastici 3D cu doua ace sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1.Caracteristicile de raspuns ale microsenzorilor stocastici utilizati pentru testarea simultana a

CA 72-4, CA 199, CA 125, CEA.

Microsenzor Ecuatie
Semnatura Limita Liniar
stochastic de Sensibilitate
Biomarker tott de concentratie
cu ac 3D calibrare,
(s) cuantificare gama
bazat pe r
CA 72-41 1.6 4.00x10-11-
1/ton=0.04+1.06x10-°C  1.06x10- 4.00x10-11
4.00x103
r=0.9923 s1U!lmL s1 U1 mL
s1 U1 mL
CA 19-91 1.8 1/ton=0.03+1.82x104C  1.82x10+4 3.28x10° 3.28x10--5.00x102
r=0.9973 st Ul mL s1 U1 mL s1 U1 mL
NBGr-2
CA 1251 1.4 1/ton=0.03+9.92x10-5C  9.92x10- 8.36x10-¢ 8.36x10-6-837.43
r=0.9994 st Ul mL s1 U1 mL s1 U1 mL
CEA2 1.1 4.10x10-15-
1/ton=0.03+8.13x105C ~ 8.13x105 4.10x10-15
2.00x107
r=0.9861 s1glmL stglmL
stglmL
CA 72-41 1.0 1/ton=0.04+1.43x10-5C  1.43x105 4.00x10-3 4.00x10-3-4.00x103
r=0.9977 s1U!lmL s1 U1 mL s1 U1 mL
CA 19-91 1.4 1/ton=0.04+5.88x10-3C  5.88x10-3 2.09x10-13 2.09x10-13-20.00
r=0.9997 st Ul mL s1 U1 mL s1 U1 mL
CA 1251 1.2 8.37x10-14-
NBGr-1 1/ton=0.04+1.98x10-5C  1.98x10- 8.37x10-14
8.37x103
r=0.9955 s1U!lmL s1 U1 mL
s1 U1 mL
CEA2 1.6 1.28x10-11-
1/ton=0.06+9.24x10¢C ~ 9.24x104 1.28x10-11
1.00x10-6
r=0.9946 s1glmL stglmL

s'glmL
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Au fost Inregistrate semnaturi diferite pentru cei patru biomarkeri, cind a fost folosit acelasi
microsenzor, dovedind ca cei doi microsenzori pot fi utilizati in mod fiabil pentru analiza simultana a
celor patru biomarkeri. S-au obtinut sensibilitati ridicate si limite scdzute de determinare pentru toti
microsenzorii stocastici 3D cu ac. Limitele de determinare au fost stabilite ca fiind cea mai mica
concentratie gdsita in intervalul de concentratie liniara, in conformitate cu noua recomandare IUPAC
(punctul 3.36, Nota 3) [42]. In timp ce tipul de grafen nu a influentat semnificativ sensibilitatea testului
biomarkerilor (cu exceptia CA 19-9 cand a fost inregistratd o sensibilitate mai buna cand a fost utilizat
NBGr-2 si CEA cand a fost inregistrata o sensibilitate mai buna cand a fost inregistrata NBGr-1). folosit),
a influentat mai mult limitele de determinare a biomarkerilor: limitele inferioare de determinare au fost
obtinute pentru CA 72-4 si CEA cand a fost utilizat microsenzorul pe baza de NBGr-2 si pentru CA 19-
9 si CA 125 cand a fost utilizat A fost utilizat un microsenzor bazat pe NBGr-1. Reactia electrochimica
este indusa de tensiunea aplicatd pe electrodul de lucru, iar cantitatea de electroni deplasata (denumita
curent electric) ofera perspective asupra stdrii suprafetei [43-46]. Rata de schimbare a curentului electric
este direct proportionald cu cantitatea de molecule care au suferit adsorbtie la suprafatd, oferind astfel
date valoroase de detectare. Intervalele de concentratie liniare Inregistrate au fost largi, facind posibild
testarea celor patru biomarkeri la persoanele sdndtoase si la pacientii cu cancer gastric din stadiile
incipiente pana la cele mai avansate.

Au fost efectuate studii de reproductibilitate si stabilitate pentru fiecare dintre microsenzorii

stocastici 3D cu ac. Zece microsenzori stocastici 3D cu ace din fiecare categorie au fost proiectati in mod

PRI}
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microsenzorii de acelasi tip au fost comparate pentru fiecare biomarker; %, RSD inregistrate pentru
sensibilitatile microsenzorilor stocastici 3D cu ac au fost urmatoarele: pentru microsenzorul bazat pe
NBGr-1 0,03% pentru CA 72-4, 0,02% pentru CA 19-9, 0,03% pentru CA 125 si 0,01 % pentru CEA, in
timp ce pentru microsenzorul bazat pe NBGr-2, valorile inregistrate au fost de 0,02% pentru CA 72-4,
0,01% pentru CA 19-9, 0,04% pentru CA 125 si 0,01% pentru CEA. Aceste valori obtinute pentru % RSD
au confirmat reproductibilitatea designului celor doua tipuri de microsenzori stocastici 3D cu ac.

60 de zile. Prin compararea sensibilitatilor obtinute in aceastd perioadd de timp pentru fiecare tip de
microsenzori stocastici 3D cu ac, se pot face urmatoarele afirmatii: pentru microsenzorul bazat pe
NBGr-1 valorile RSD au fost: 0,05% pentru CA 72-4, 0,06% pentru CA 19-9, 0,08% pentru CA125 si
0,03% pentru CEA, in timp ce pentru microsenzorul bazat pe NBGr-2, valorile inregistrate au fost de

0,08% pentru CA72-4, 0,04% pentru CA19-9, 0,03% pentru CA125 si 0,03% pentru CEA. Aceste rezultate
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au demonstrat o buna stabilitate In timp a pastelor modificate, precum si a microsenzorilor stocastici
in timp.

Selectivitatea microsenzorilor stocastici este determinata de valorile inregistrate ale semnaturilor
asociate cu biomarkeri si alti compusi prezenti in probele biologice. Prezenta diferentelor perceptibile
intre aceste semndturi serveste ca dovada a selectivitdtii microsenzorilor. Valorile toff inregistrate
pentru diferite interferente potentiale servesc ca indicatori ai selectivitatii celor doi senzori stocastici
luati in considerare. Urmétoarele substante au fost investigate ca posibili interferenti: p53, catepsina D,
catepsind B, leucind, serina si glutamina. Semnatura celor patru biomarkeri a fost determinatd a fi mai
mica de 2 s atunci cand se utilizeaza ambii senzori. Ceilalti compusi prezenti in probele biologice care
au fost examinate ca potentiale interferente au avut caracteristici distincte distincte de biomarkerii
ipotezati, confirmand astfel selectivitatea senzorilor. Cand s-au folosit microsenzorii stochastici 3D cu
ac bazati pe NBGr-1, s-au Inregistrat urmatoarele semnaturi: 2,4 s pentru p53, 2,7 s pentru catepsina D,
2,9 s pentru catepsina B, 3,1 s pentru leucina, 3,9 s pentru serina si 3,7 s. pentru glutamina. Cand s-au
folosit microsenzorii stochastici 3D cu ac bazati pe NBGr-2, s-au inregistrat urmatoarele semnaturi: 3,8
s pentru p53, 3,0 s pentru catepsina D, 2,8 s pentru catepsina B, 3,5 s pentru leucing, 2,4 s pentru serind
si 2,6 s. pentru glutamina.

Toate semnaturile obtinute pentru aceste substante au fost diferite una de cealalta si mai mari de
2,3, dovedind selectivitatea microsenzorilor stocastici 3D cu ac propusi atunci cand sunt utilizati pentru
testarea CA 19-9, CA 72-4, CA 125 si CEA in probe biologice . In consecintd, microsenzorii stocastici 3D
cu ac pot fi utilizati selectiv pentru testarea CA 19-9, CA 72-4, CA125 si CEA in probe biologice.

In comparatie cu alte instrumente si metode propuse pana in prezent, inclusiv: un senzor
imunitar electrochimic ultrasensibil propus pentru testarea CA 72-4 de Yan si colab. [47], un senzor
electrochimic propus pentru testarea simultana a CA19-9 si CA 72-4, care s-a bazat pe recunoasterea
duala a markerilor tumorali prin amprentarea glicozilului si legarea specifica a lectinei, propus de Luo
si colab. [48], un imunosenzor electrochimic de tip split ultrasensibil, bazat pe o strategie de control
propusa de Li si colab. pentru testarea CA 19-9 [49], un imunosenzor fotoelectrochimic propus de
Gholamin si colab. pentru testarea CA 19-9 [50], un senzor pe baza de chemiluminiscenta in forma de
floare pentru testarea CEA [51], un silicat de cupru magnetic si acid boronic - conjugat AuNCs@keratina
- cu detectie duald electrochimicd/fluorescentd a fost propus de Jin et al pentru determinarea CEA [52],
si pentru testarea CA 125 — un imunosenzor pe baza de hidrogel propus de Er et al. [53] si un
imunosenzor dublu fara eticheta propus de Kamac si colab. [54], microsenzorii stocastici 3D cu ac
propusi in aceastd lucrare au avut urmatoarele avantaje: senzorii dezvoltati prezinta capacitati de
recunoastere moleculara fiabile pentru CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125, demonstreaza intervale de

concentratie de lucru mai largi In comparatie cu cele documentate in lucrarile de referinta; in plus,
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utilizarea de biomolecule, contribuie la stabilitatea sporitd a acestora in timp. In special, senzorii
stocastici 3D cu ac pot fi pdstrati la temperatura camerei timp de minim doua luni fard a le compromite
functionalitatea. Mai mult, ele pot fi utilizate zilnic pentru analiza cantitativd a CA 72-4, CA 19-9, CEA
si CA 125 in diferite probe biologice, inclusiv sange integral, urina, saliva si tesuturi tumorale. Senzorii
mentionati mai sus au un grad mai mare de selectivitate in comparatie cu biomarkerii gasiti in singele

integral, saliva, urina si tesuturile tumorale.
2.3. Determinarea ultrasensibild a celor patru biomarkeri in toate cele patru fluide biologice

Intervalele largi de concentratie de lucru, limitele scdzute de determinare, posibilitatea
determindrii simultane a CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125, au facut posibila utilizarea microsenzorilor

stochastici 3D cu ac pentru testele de screening ale sangelui integral, saliva, urina si tesuturi tumorale.

Probele au fost analizate cat mai curand posibil dupa ce au fost prelevate de la pacienti. Diagramele
au fost inregistrate, iar primul pas a fost identificarea, pe baza semnaturilor lor, a biomarkerilor: CA
72-4, CA 19-9, CEA si CA 125 din diagrama. Intre doud semnaituri, s-a citit tona. Valorile tonelor au fost
utilizate pentru determinarea cantitativd a CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125 in sangele integral, saliva,
urind si tesutul tumoral, in conformitate cu procedura in modul stocastic descrisa mai sus. Nivelurile
celor patru biomarkeri au fost evaluate In toate cele patru tipuri de fluide biologice (sdnge integral,

saliva, urind si probe de tesut) cu ambele senzori, iar rezultatele sunt prezentate in Figura 4.
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Figura 4. Comparatie Intre rezultatele obtinute cu microsenzorii stocastici 3D cu doua ace bazati pe
NBGr-1 si NBGr-2 pentru testarea celor patru biomarkeri in a) saliva b) sange integral c) urina si d)

probe de tesut tumoral gastric.
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Testul t pereche student a fost efectuat la un nivel de incredere de 99,00% (valoarea t teoreticad
tabelata: 4,032), pentru fiecare biomarker. Toate valorile t calculate au fost mai mici de 3.500, ceea ce
este mai mic decat valoarea tabelatd, demonstrand ca nu exista o diferenta semnificativa statistic intre
rezultatele obtinute folosind microsenzorii stocastici 3D cu doud ace. Testul F a fost de asemenea
efectuat, la un nivel de incredere de 95%, pentru zece probe de fiecare fel. Valoarea F tabelata a fost
3,18. Rezultatele obtinute la compararea abaterilor standard obtinute pentru microsenzorii stocastici
3D cu doua ace au fost mai mici de 1,00, ceea ce este o valoare mai mica decat valoarea tabelata, 3,18.
Acest lucru indicd faptul cd nu exista o diferenta semnificativa in precizia Inregistratd pentru senzorii
stocastici 3D cu doud ace si ci abaterile standard nu depind de probele analizate. In consecints,
microsenzorii propusi pot fi utilizati pentru screeningul sangelui integral, al salivei, al urinei si al

tesuturilor tumorale pentru cei patru biomarkeri.

Cel de-al doilea test efectuat pentru validarea senzorilor stocastici 3D ac si a metodei de screening
a fost testul de recuperare. Cantitdti cunoscute din fiecare dintre biomarkeri (CA 72-4, CA 19-9, CEA si
CA 125) au fost addugate In sange integral, uring, saliva si tesuturi tumorale. Cantitatile de CA 72-4,
CA 19-9, CEA si CA 125 au fost determinate Inainte si dupa addugarea lor in probele de sange integral,
uring, saliva si tesut tumoral. Diferenta dintre cantitatea finald gasita In proba biologicd si cantitatea
initiala (determinata inainte de adaugarea cantitatilor cunoscute de CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125
la proba) a fost comparatd cu cantitatea cunoscutd addugata in esantion pentru fiecare dintre

biomarkeri. Rezultatele obtinute pentru testele de recuperare sunt prezentate in Tabelul 2.
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Tabel 2.Testele de recuperare ale CA72-4, CA19-9, CA125, CEA efectuate cu ajutorul microsenzorilor

stocastici 3D cu ac (N=10).

Microsenzor

stocastic cu

Biomarker Sange integral Saliva Urind Tesut tumoral
ac 3D
bazat pe
%, Recuperare
CA72-4 98,99+0,03 99,43+0,04 99,29+0,03 97,25+0,05
NBGr-2 CA19-9 97,23+0,05 98,21+0,03 98,14+0,03 98,01+0,03
CA125 98,47+0,02 99,12+0,05 98,37+0,04 97,15+0,04
CEA 99,05+0,02 99,54+0,05 98,11+0,02 98,00+0,04
CA72-4 99,09+0,08 99,01+0,01 99,12+0,02 98,29+0,08
CA19-9 99,00+0,02 97,59+0,04 99,87+0,07 97,97+0,09
NBGr-1
CA125 98,32+0,05 98,06+0,02 98,93+0,04 98,19+0,04
CEA 98,27+0,03 98,89+0,05 98,90+0,03 98,05+0,02

Rezultatele prezentate in Tabelul 2 au ardtat valori ridicate de recuperare pentru toti biomarkerii:
CA 72-4, CA 199, CA 125 si CEA atunci cand au fost recuperate din sange integral, saliva, urina si

probe de tesut tumoral. Au fost raportate si valori procentuale foarte scazute, RSD.

Pe baza primului si celui de-al doilea test de validare, se poate concluziona cd microsenzorii
stocastici 3D cu ac propusi pot fi utilizati de Incredere pentru testarea simultana a CA 72-4, CA 199,
CA 125 si CEA in sangele integral, salivd, urind, si tesut tumoral. Testul poate fi folosit ca test de

screening In masa al populatiei, pentru diagnosticarea precoce a cancerului gastric.
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Partea 2- Aplicatii biomedicale pentru senzorii stocastici dezvoltati

In aceasta tezd, este propusa o noud metodd moleculard de determinare a localizarii si a
nivelurilor de proteine MMR si KRAS obtinute cu ajutorul senzorilor stocastici in probele de sange
integral, saliva si urind. Datorita utilizarii senzorilor stocastici, nivelurile celor cinci biomarkeri pot fi

determinate rapid, simultan si fara costuri semnificative.
1. Descrierea pacientului

Dupa primirea consimtamantului informat, au fost recoltate cele trei tipuri de probe de la 116
pacienti cu cancer colorectal (107 probe de sange integral, 79 de probe de saliva si 88 de probe de urina).
Pacientii au fost selectati din baza de date a proiectului GRAPHSENSGASTROINTES si utilizati
corespunzator cu aprobarea Comitetului de Eticd nr. 32647/2018 acordat de Spitalul Judetean de

Urgenta din Targu-Mures. O micd descriere a pacientilor este data in tabelul 1.

Tabelul 1. Caracterizarea pacientilor

Caracteristicile pacientilor cu adenocarcinom  Numarul de pacienti La suta
colorectal
<60 de ani 31 26,96%
60-69 ani 42 36,52%
Varsta
70-79 ani 30 26,09%
>80 de ani 12 10,43%
Masculin 85 73,28%
Sex
Feminin 31 26,72%
Colon ascendent 14 12,07%
Colon transvers 7 6,03%
Colonul descendent 2 1,72%
Colon sigmoid 25 21,55%
Localizarea tumorii

Jonctiunea 11 9,48%
rectosigmoidiana
Rect 37 31,90%
Rect cu radioterapie 20 17,24%

Polipi maligni 2 1,83%
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Vegetant 27 24,77%
Aspect
Vegetant si ulcerat 26 23,85%
macroscopic
Infiltrativ 54 49,54%
Prezenta Per total 36 31,86%
mucusului
Tipul de Componenta fibroasa 59 65,56%
stroma Componentd inflamatorie 31 34,44%
Subtip Componenta 31 38,75%
molecular mezenchimala
Vase de sange 29 25,66%
Vase limfatice 54 47.79%
Invazii
Perineurald 36 31,86%
Ganglionilor limfatici 50 44 25%
>1 an 21 18,10%
Rata de
<2 ani 47 40,52%
supravietuire
>2 ani 7 6,03%
pT2 19 17,12%
pT3 55 49,55%
Clasificare pT4a 25 22,52%
TNM pT4b 12 10,81%
Depozite tumorale 11 9,91%
Metastaze 18 15,52%

2. Rezultate

Nivelurile fiecdrui biomarker au fost evaluate prin metoda stocastica in toate cele trei fluide
biologice, iar valorile au fost cdutate pentru corelatii cu caracteristicile clinicopatologice la pacientii cu
adenocarcinom colorectal. Toate aceste caracteristici au fost Inregistrate de catre medicii patologi si
geneticianul de la Departamentul de Patologie alSpitalul Judetean de Urgenta din Targu-Mures. Toate
corelatiile au fost optimizate folosind Microsoft Office Suite Software, Matlab si Mathcad.

Pentru fiecare caracteristica a fost dezvoltat si descris un algoritm bazat pe formule matematice
sau pe criterii de probabilitate. Intrucét toate rezultatele sunt bazate pe matematics, iar inteligenta
artificiald are o dezvoltare rapidd in medicind, propunem un cod in Matlab care poate prezice cu mare

probabilitate caracteristicile clinicopatologice la pacientii cu adenocarcinom colorectal. Acest cod este
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dat In Material suplimentar. Pornind de la acest cod, prin introducerea nivelurilor fiecarui biomarker
in fiecare fluid biologic, rezultatele sunt generate intr-un timp foarte scurt.

Fiecare caracteristica a fost analizata separat si cele mai bune corelatii au fost selectate si descrise
pe larg. Primul pas a fost reprezentat de calculul valorilor p pentru fiecare caracteristica si fiecare
biomarker. Unele formule derivate au fost cdutate si pentru valorile p. Aceste formule se bazeaza pe
cinetica biochimica si au fost adaptate pentru fiecare caracteristica dacd era necesar ca o optimizare
matematica.

Prima caracteristica discutatd In aceasta lucrare este reprezentatd de localizarea tumorii. Zona
colorectald a fost practic impartit in sase zone si anume colon ascendent, colon transvers, colon
descendent, colon sigmoid, jonctiune rectosigmoidd cu zona adiacentd si rect. Pentru a evita efectul
terapiei adjuvante asupra nivelului biomarkerilor, doar pacientii care nu au beneficiat de terapie in
momentul prelevarii au fost luati In considerare pentru stabilirea localizarii tumorii.

Inainte de introducerea parametrilor derivati, valorile p au fost calculate pentru nivelul fiecarui
biomarker si pentru unele rapoarte principale intre concentratiile diferitilor biomarkeri in acelasi fluid

biologic. Valorile p sunt date in tabelul 2.

Tabelul 2. Valorile p calculate pentru fiecare biomarker din fiecare fluid biologic si pentru principalele rapoarte

Biomarker sau Fluid biologic
raport Tot sangele Urina Saliva
MLH1 0,143 0,928 0,256
MSH2 0,391 0,344 0,365
MSH6 0,783 0,278 0,780
PMS2 0,080 0,382 0,996
KRAS 0,921 0,367 0,013
MLH1/MSH2 (ng/pg) 0,261 0,540 0,200
PMS2/MSH6 (ng/pg) 0,204 0,942 0,015
MLH1/PMS2 0,195 0,142 0,878
MSH2/MSH6 0,085 0,814 0,386
MLH1/KRAS (ng/pg) 0,217 0,071 0,285

Pentru nivelurile biomarkerilor si valorile rapoartelor selectate s-au facut cateva observatii cu
privire la corelatiile acestora cu localizarea:
e Valorile raportului MLH1/PMS2 din sangele intreg sunt mai mici la pacientii cu

adenocarcinom de jonctiune rectosigmoida (<5, 66,66%) si rect (<5, 67,74%);
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e Valorile raportului MSH2/MSH6 din sange total sunt mai mari la pacientii cu colon
ascendent (>0,85, 69,23%) si valori mai mici la colonul transvers si descendent (<0,85,
100%), jonctiunea rectosigmoida (<0,85, 66,66%) si rect (<0,85). , 61,29%) pacienti cu
adenocarcinom;

e Valorile raportului MLH1/MSH2 din sangele intreg sunt mai mici in colonul ascendent (<1
ng/pg, 69,23%), colonul transvers si descendent (<1 ng/pg, 87,5%) si jonctiunea
rectosigmoida (<1 ng/pg, 66,66%) pacienti cu adenocarcinom;

e Valorile raportului PMS2/MSH6 din sangele intreg sunt mai mari la pacientii cu rect (>0,9
ng/pg, 58,06%) si mai mici la colonul ascendent (<0,9 ng/pg, 61,54%) si colonul sigmoid
(<0,9 ng/pg, 75%) pacienti cu adenocarcinom;

e Valorile raportului MLH1/KRAS din sangele intreg sunt mai mari la colonul sigmoid
(>0,009, 58,33%) si la pacientii cu adenocarcinom de rect (>0,009, 58,06%) si mai scazute la
colonul transvers si descendent (<0,009, 75%) si jonctiunea rectosigmoida (<0,009). ,
77,78%) pacienti cu adenocarcinom;

e valorile raportului urinar MLH1/PMS2 sunt mai mici la pacientii cu adenocarcinom de
colon ascendent (<3, 70%), jonctiunea rectosigmoida (<3, 77,78%) si rect (<3, 57,14%);

e valorile raportului urinar MSH2/MSH6 sunt mai mari la pacientii cu adenocarcinom de
colon ascendent (>0,9, 70%);

e valorile raportului urinar MLH1/MSH2 sunt mai mici la pacientii cu adenocarcinom de
colon ascendent (<1,5 ng/pg, 80%) si jonctiunea rectosigmoida (<1,5 ng/pg, 77,78%);

e valorile raportului urinar PMS2/MSH6 sunt mai mici la pacientii cu adenocarcinom de
colon transvers si descendent (<0,25 ng/pg, 85,71%);

e valorile raportului salivar MLH1/MSH?2 sunt mai mici la pacientii cu adenocarcinom de
colon ascendent (<0,25 ng/pg, 77,78%) si de colon transvers si descendent (<0,25 ng/pg,
71,43%);

e valorile raportului PMS2/MSH6 salivare sunt mai mici la pacientii cu adenocarcinom de
colon ascendent (<0,8 ng/pg, 66,66%) si jonctiunea rectosigmoida (<0,8 ng/pg, 100%);

e valorile raportului salivar MLH1/PMS2 sunt mai mari la pacientii cu colon ascendent
(>1,55, 77,78%), colon sigmoid (>1,55, 68,42%) si jonctiunea rectosigmoida (>1,55, 77,78%);

e MLH1/KRAS are valori mai mari la pacientii cu adenocarcinom de colon sigmoid (>0,012,
73,69%) si valori mai mici la pacientii cu adenocarcinom de colon transvers si descendent

(<0,012, 100%) si jonctiunea rectosigmoida (<0,012, 77,78%).
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Deoarece principalele diferente privind dinamica biomoleculelor sunt date de forta gravitationald,

morfologie si vascularizare, pentru estimarea locatiei sunt utilizati trei parametri derivati. Acesti

parametri care evalueazad biodinamica fiecdrui biomarker sunt reprezentati de S (suma intre dublul

nivelului unui biomarker in urina si nivelul biomarkerului din saliva), r1 (raportul dintre concentratia

unui biomarker in sange integral si concentratia acestuia in urind), si r2 (raportul dintre concentratia

unui biomarker in sange integral si concentratia acestuia in saliva).

Pentru fiecare parametru derivat, semnificatia biologica este detaliatd pe larg in sectiunea de

discutii. Valorile p au fost calculate pentru fiecare parametru derivat si pentru fiecare biomarker. Aceste

valori p sunt date in tabelul 3.

Tabelul 3. Valorile p pentru fiecare parametru derivat legat de biodinamica fiecdrui marker

Biomarker Derivat  valoarea Derivat  valoarea Derivat  valoarea
parametru p parametru p parametru p
MLH1 S 0,771 rl 0,058 r2 0,853
MSH2 S 0,960 rl 0,537 r2 0,749
MSHe6 S 0,364 rl 0,702 r2 0,806
PMS2 S 0,448 rl 0,806 r2 0,663
KRAS S 0,040 rl 0,548 r2 0,540

Prin analiza valorilor parametrilor biodinamici mentionati mai sus, s-au facut cateva observatii

legate de locatie:

e pacientii cu adenocarcinom de colon ascendent asociaza r1(MSH2) >1,5, r1(MSHS6) <0,7 si

S(MSH6) <600 pg/mL;

e Pacientii cu adenocarcinom de colon transvers si descendent asociaza r1(MSH2) <1,5,

S(MSH2) >500 pg/mL, r2(MSH2) >0,75 si r1(KRAS) <0,45;

e Pacientii cu adenocarcinom de colon sigmoid asociaza r2(PMS2) <0,6 si r1(KRAS) <1,4;

e DPacientii cu adenocarcinom de jonctiune rectosigmoidiana asociaza r1(MSH6) <0,5,

S(MSHS6) >1500 pg/mL si r2(MSH2) <0,75;

e Pacientii cu adenocarcinom de rect asociazad r2(PMS2) >0,6 si r1(KRAS) >1,4.

Toti parametrii de mai sus au fost analizati in functie de fiecare locatie si au fost unele observatii.

Deoarece toti biomarkerii sunt intalniti In toate locatiile si concentratiile lor depind de masa tumorala

si de caracteristicile sale clinicopatologice, nivelurile directe nu sunt suficiente pentru diferentiere si

localizarea trebuie evaluata in functie de probabilitate. Pentru fiecare locatie au fost stabilite criterii si,
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deoarece numarul de criterii indeplinite este mai mare, probabilitatea pentru o anumita locatie este si
ea mai mare. Mai mult, unele locatii impartasesc niveluri similare ale unui biomarker, un raport sau un
parametru derivat, astfel incat chiar si unele dintre ele care nu au avut o valoare p micd sunt utilizate
pentru algoritmul de criteriu. Algoritmul este descris pe larg In sectiunea de discutii.
Dupa stabilirea locatiei cu probabilitate foarte mare, aspectul brut a fost evaluat pentru corelare.
Aspectul grosier a fost descris ca vegetant (1), vegetant si ulcerat (2), ulcero-infiltrativ si infiltrativ

REPRIE]

cinci biomarkeri sunt date in Tabelul 4.

Tabel 4. Valorile P calculate pentru aspectul brut si nivelurile biomarkerilor in diferite fluide biologice

Fluid biologic Biomarker valoarea p
Probe de sange integral MLH1 0,4023
MSH?2 0,5867
MSH6 0,7683
PMS2 0,2563
KRAS 0,1418
Probele de urina MLH1 0,2588
MSH2 0,2874
MSH6 0,0926
PMS2 0,0320
KRAS 0,0717
Probe de saliva MLH1 0,5747
MSH2 0,1557
MSH6 0,8343
PMS2 0,3890
KRAS 0,9521

Din cele 15 combinatii, aspectul brut pdrea sa fie cel mai corelat cu nivelurile MSH6, PMS2 si
KRAS din probele de urind. Pornind de la acesti 3 biomarkeri, a fost dezvoltat un algoritm bazat pe
si anume Grsl=[MSH6]*[KRAS] (pgeng/mL2), Grs2=[MSH6]¢[KRAS]/[PMS2] (pgeng/ (ngemlL)) si
Grs3=[MSH6] ¢ [KRAS]/[PMS2]2 (ngeng/pg2). Pornind de la nivelurile biomarkerilor si de la valorile

celor trei variabile, s-au facut urmatoarele observatii:
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e Polipii maligni asociazd [MSH6] urina <30 pg/mL, [PMS2] urind <10 ng/mL si [KRAS] urina <

3pg/mL;

e Pacienti cu adenocarcinom colorectal a cdror masa tumorald prezintd un compus vegetant
asociat Grs1 >387 ngeng/mL2, Grs2 >25 ngeng/(pgemL) si Grs3 >0,5 ngeug/pg2;
e Pacienti cu adenocarcinom colorectal a caror masa tumorala nu prezinta un compus vegetant

asociat Grs1 <387 ngeng/mL2, Grs2 <25 ngeug/(pgemL) si Grs3 <0,5 ngeug/pg2.

Dimensiunile tumorii (diametrul maxim si adancimea maxima) au fost analizate individual
pentru fiecare localizare a tumorii. In acest caz, colorectul a fost impértit in 5 regiuni — colon ascendent
(C1), colon transvers si descendent (C2 — datorita asemanarilor lor, aceste doud locatii au fost
considerate impreuna), C3 (colon sigmoid), C4 (jonctiunea rectosigmoidianad si adiacentd). zona) si C5

(rect). Valorile P privind corelatia dintre nivelul fiecdrui biomarker si diametrul maxim sunt date in
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Tabel5 si pentru adancimea maxima sunt date in Tabelul 6.

Tabelul 5. Valorile P calculate pentru diametrul maxim si nivelurile de biomarkeri in diferite fluide

biologice
Fluid biologic Biomarker Locatie
C1 C2 C3 C4 C5
probe de MLH1 0,8669 0,0652 0,2765 0,4034 0,7378
sange integral MSH2 0,8837 0,5392 0,1267 0,3764 0,4929
MSH6 0,4876 0,0204 0,2405 0,7609 0,2512
PMS2 0,1623 0,4395 0,3628 0,6253 0,1689
KRAS 0,9259 0,7824 0,7604 0,1115 0,3707
probe de urina MLH1 0,7096 0,3948 0,6147 0,9011 0,3915
MSH2 0,8528 0,7152 0,0881 0,6411 0,7394
MSH6 0,7122 0,4167 0,7073 0,8052 0,1462
PMS2 0,2391 0,7576 0,6916 0,7039 0,4293
KRAS 0,7370 0,0010 0,8240 0,8745 0,6624
probe de saliva MLH1 0,3647 0,0071 0,1135 0,2373 0,7911
MSH2 0,9854 0,5659 0,1220 0,3649 0,6238
MSH6 0,5792 0,3025 0,8692 0,2347 0,1923
PMS2 0,7048 0,4765 0,0805 0,1941 0,8686
KRAS 0,3972 0,0046 0,1491 0,8622 0,6808
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Tabel 6. Valorile P calculate pentru addncimea maximd si nivelurile de biomarkeri in diferite fluide

biologice
Fluid Biomarker Locatie
biologic C1 C2 C3 C4 C5
probe MLH1 0,2631 0,3809 0,4755 0,0877 0,1425
de MSH2 0,2440 0,4272 0,0234 0,3441 0,3552
sange MSH6 0,1770 0,5903 0,1245 0,0314 0,6932
integral PMS2 0,7061 0,7830 0,3788 0,1853 0,0633
KRAS 0,6150 0,1612 0,0528 0,7995 0,7339
probe MLH1 0,5234 0,3565 0,7672 0,8110 0,0781
de urina MSH2 0,2131 0,4006 0,0383 0,3417 0,1168
MSH6 0,9874 0,3758 0,3372 0,7504 0,8672
PMS2 0,4808 0,7437 0,8236 0,9154 0,8362
KRAS 0,6203 0,7067 0,0616 0,6317 0,4282
probe MLH1 0,5865 0,8590 0,2711 0,1487 0,0422
de MSH?2 0,3892 0,8804 0,1359 0,8630 0,6078
saliva MSH6 0,7042 0,1386 0,6893 0,1016 0,3818
PMS2 0,0045 0,5828 0,1415 0,0359 0,1470
KRAS 0,1872 0,5305 0,2176 0,0309 0,7098

Pornind de la valorile p calculate pentru ambele dimensiuni maxime, au fost alesi cei mai multi
biomarkeri inruditi si pentru acestia au fost determinate ecuatii care pot calcula cu o mica eroare acesti
parametri. Toate ecuatiile propuse sunt date In sectiunea de discutii.

Urmatorul pas se referd la corelatiile cu prezenta unui compus mucinos in masa tumorald. Datoritd
variatiilor factorilor care influenteaza transferul de masa al biomoleculelor in matricea tumorala si
morfologia celulelor din diferite segmente, zona colorectala a fost impartita pentru evaluarea acestei
caracteristici in trei regiuni principale — colon ascendent, transvers si descendent (Cm1), colon sigmoid
(Cm1l). Cm2) si jonctiunea rectosigmoidiand si rect (Cm3). Fiecare regiune a fost cautatd pentru corelatii

cu prezenta compusului mucinos, iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabelul 7. Corelatia nivelului fiecirui biomarker din fiecare fluid biologic cu prezenta mucusului
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Locatie Cml Cm2 Cm3

Fluid Biomarker valoarea p valoarea p valoarea p

biologic

Sange MLH1 0,419 0,034 0,538
integral MSH2 0,258 0,825 0,623
MSH6 0,360 0,658 0,056
PMS2 0,915 0,831 0,679
KRAS 0,574 0,542 0,656
urina MLH1 0,600 0,590 0,346
MSH2 0,448 0,951 0,889
MSH6 0,939 0,137 0,189
PMS2 0,119 0,186 0,058
KRAS 0,163 0,507 0,181
saliva MLH1 0,754 0,329 0,826
MSH2 0,046 0,683 0,721
MSH6 0,393 0,257 0,059
PMS2 0,487 0,166 0,610
KRAS 0,391 0,526 0,371

Prezenta unui compus de mucus poate fi prezisa cu un algoritm bazat pe criterii.Au fost facute
urmatoarele observatii:
e Prezenta mucusuluila pacientii cu adenocarcinom colorectal localizat in Cm1 este asociata
cu [PMS2] urind > 40 ng/mL, [KRAS] urina > 5pg/mL si [MSH2] saliva <180 pg/mL;
e Prezenta mucusului pacientilor cu adenocarcinom colorectal localizat In Cm2 este asociata
cu [MLH1] sange total >20 ng/mL, [MSH6] urina <30 pg/ml si [PMS2] urina <10 ng/ml;
e Prezenta mucusuluila pacientii cu adenocarcinom colorectal localizat In Cm3 este asociata

cu [MSH6] sange total >220 pg/mL, [PMS2] urind <45 ng/mL si [MSH6] saliva >280 pg/mL.

La fel de important ca prezenta mucusului pentru transferul de masa al biomarkerilor este tipul
de stroma. Tipul stroma este considerat ca fiind inflamator, fibros si inflamator sau hialin. Pacientii au
fost evaluati pentru corelatiile cu prezenta unui compus fibros prin utilizarea valorilor p. Pentru tipul
de stroma, zona colorectald este considerata ca un intreg si nu este divizata. Rezultatele sunt prezentate

in tabelul 8.
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Tabelul 8. Corelatia nivelului fiecarui biomarker din fiecare fluid biologic cu prezenta unui compus fibros

Fluid biologic Biomarker valoarea p
Sange integral MLH1 0,0689
MSH?2 0,0449
MSH6 0,9916
PMS2 0,0564
KRAS 0,0509
urina MLH1 0,0110
MSH2 0,0727
MSH6 0,0002
PMS2 0,3525
KRAS 0,0050
saliva MLH1 0,0891
MSH?2 0,2519
MSH6 0,2194
PMS2 0,2807
KRAS 0,9444

La fel ca si pentru prezenta mucusului, prezenta unui compus fibros este analizata prin
utilizarea unor criterii care permit diferentierea intre inflamatorii, stroma fibroasa sau fibroasa si
inflamatorie. Pentru dezvoltarea criteriilor, s-a observat cd un compus fibros din masa tumorala
asociazd [PMS2] sange integral >90 ng/mL, [KRAS] urina <4pg/mL si valoarea produsului [MSH2] urina
* [MSHS6] urind >23000 (pg/mL)2.

Urmatorul viitor care a fost analizazed este reprezentat de subtipul molecular.
Adenocarcinoamele colorectale sunt impartite in epiteliale, mixte sau mezenchimale dupa subtip
molecular. Un algoritm de diferentiere a tumorilor care prezinta un compus mezenchimatos de cele

care nu prezinta. Valorile p au fost calculate si sunt date in Tabelul 9.

Tabelul 9. Corelatia nivelului fiecirui biomarker din fiecare fluid biologic cu prezenta unui compus

mezenchimal

Fluid biologic Biomarker valoarea p

Sange integral MLH1 0,2219
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MSH2 0,5725
MSH6 0,8595
PMS2 0,5361
KRAS 0,3569
urina MLH1 0,7552
MSH2 0,6020
MSH6 0,0265
PMS2 0,1195
KRAS 0,5785
saliva MLH1 0,8100
MSH2 0,0464
MSH6 0,9329
PMS2 0,7139
KRAS 0,0729

Analizand datele, s-a observat cd pacientii cu adenocarcinom colorectal a cdror masa tumorald
asociazd un compus mezenchimal prezent{fMSH6] urina >325 pg/mL, [KRAS] saliva <2,2ug/mL si

[MLH1] sange integral <25 ng/mL.

Folosind rezultatele prezentate mai sus, unele caracteristici microscopice ale masei tumorale pot fi
prezise cu mare probabilitate. Prin urmare, urmatorul pas consta in evaluarea vaselor de sange, a
vaselor limfatice, a invaziilor perineurale si a ganglionilor limfatici. Pentru fiecare pereche de biomarker

si invazie, valorile p au fost calculate si sunt date in Tabelul 10.

Tabel 10. Valorile P calculate pentru fiecare tip de invazie si nivelurile biomarkerilor in diferite fluide

biologice
Fluid Biomarker Invazie
biologic Vase Vase Nodul %
Perineurala

de sange limfatice limfatic  limfonoduli
Sange MLH1 0,6059 0,6238 0,4997 0,0285 0,4997
integral MSH2 0,3908 0,7620 0,3507 0,0231 0,3507
MSH6 0,1164 0,5139 0,3985 0,1467 0,3985

PMS2 0,0434 0,5751 0,0820 0,3734 0,0820
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KRAS 0,0001 0,0009 0,0262 0,0372 0,0262
urina MLH1 0,3833 0,7276 0,5731 0,9705 0,5731
MSH?2 0,0915 0,9905 0,4122 0,7417 0,4122
MSH6 0,0521 0,7811 0,2438 0,8311 0,2438
PMS2 0,5606 0,5151 0,8632 0,9334 0,8632
KRAS 0,2637 0,3388 0,6571 0,6300 0,6571
saliva MLH1 0,1564 0,9218 0,1627 0,7492 0,1627
MSH?2 0,5902 0,8745 0,6299 0,0944 0,6299
MSH6 0,9995 0,9855 0,4148 0,1437 0,4148
PMS2 0,5318 0,0859 0,0629 0,3331 0,0629
KRAS 0,0469 0,8982 0,8182 0,4013 0,8182

Pornind de la datele din Tabelul 10, au fost selectati cei mai reprezentativi biomarkeri pentru

fiecare tip de invazie si prin utilizarea nivelurilor fiecarui biomarker s-au stabilit algoritmi pentru

determinarea prezentei invaziei cu mare probabilitate. Intrucat numarul de ganglioni limfatici este

variabil, in functie de dimensiunea specimenului, pentru ganglionii invadati se propune un algoritm

pentru a determina procentul de ganglioni invadati la fiecare pacient cu cancer colorectal.

Observatiile din care au fost elaborate criteriile sunt:

invazia vaselor de sange este asociatd cu [KRAS] sange integral >13ug/mL, produs MSH
urinar Pu = [MSH2]e[MSH6] >25000 (pg/mL)2 si raportul MSH urinar Ru =
[MSH2]/[MSHS6] >1;

Invazia vaselor limfatice este asociata cu [KRAS] sange total > 8,4ug/mL, [PMS2] saliva
>38 ng/mL si raportul KRAS [KRAS] sange integral / [KRAS] urina >2;

invazia perineurald este asociata cu [PMS2] sange integral /[PMS2] saliva <0,45, [PMS2]
sange integral / [KRAS] sange integral <0,55 ng/ug si [PMS2] saliva >17 ng/mL;

invazia ganglionilor limfatici este asociata cu [MLH1]*[KRAS]/[MSH2]
>4ngeng/(pageml), [MLH1]¢[KRAS] >185 ngenug/mL2 si [MLH1]/[MSH2] >0,75 ng/pg;
pentru procentul de ganglioni limfatici invadati, ecuatiile au fost elaborate si discutate pe

larg in sectiunea de discutii.

Pe masura ce au fost prezentate rezultatele privind invazia, urmatoarea caracteristica se referd la

supravietuirea pacientilor. In proiectul nostru, pacientii au fost selectati si urmariti pe o perioada de

trei ani. Prin

urmare, evaluarea propusa a supravietuirii se refera la supravietuirea mai mica sau peste
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un an si supravietuirea peste sau mai putin de doi ani. Valorile p pentru corelatiile dintre nivelul
fiecarui biomarker si categoria de supravietuire sunt date in Tabelul 11.

Tabelul 11. Valorile p pentru evaluarea ratei de supravietuire relativ la un an si doi ani

Fluid biologic Biomarker vs.1lan vs. 2 ani
Sange integral MLH1 0,2809 0,2265
MSH?2 0,0012 0,0467
MSH6 0,0946 0,7323
PMS2 0,9671 0,0642
KRAS 0,6310 0,6429
urina MLH1 0,1594 0,0575
MSH?2 0,6634 0,0717
MSH6 0,7449 0,0005
PMS2 0,8014 0,2165
KRAS 0,2905 0,2361
saliva MLH1 0,0380 0,0632
MSH?2 0,4368 0,0397
MSH6 0,0786 0,4033
PMS2 0,8034 0,8257
KRAS 0,6438 0,3627

Analizand datele, se dau urmatoarele observatii:
e pacientii care au supravietuit mai putin de un an asociaza [MSH2] sange integral >340
pg/ml si [MLH1] saliva >52 ng/ml;
e pacientii care au supravietuit Intre un an si doi ani asociaza [MSH2] sange integral <340
pg/mL si [MLH1] saliva <52 ng/ml, dar [MSH6] urina <260 pg/ml si [MSH2] saliva >140
pg/ ml;
e pacientii care au supravietuit mai mult de doi ani asociaza [MSH6] urina >260 pg/ml si

[MSH2] saliva <140 pg/ml.

Ultimele corelatii au fost facute cu elementele stadializarii TNM. Au fost dezvoltati algoritmi
pentru stabilirea valorii pT si evaluarea pN si pM.

Toti pacientii inclusi In proiectul nostru au fost cel putin pT2 ca majoritatea pacientilor colorectali
care vin la medic. Prin urmare, algoritmul propus evalueazd cu mare probabilitate doar pacientii cu

pT2, pT3, pT4a sau pT4b si se bazeazé pe excluderea pas cu pas a fiecarei valori pentru pT. In primul
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rand, se verifica criteriile stabilite pentru pT2 si, daca nu sunt verificate, a implicat ca pT-ul este de cel
putin 3 si asa mai departe. Pentru fiecare evaluare pas cu pas, valorile p pentru diferentierea unui

anumit pacienti cu valoare pT de pacientii cu valori pT rdmasi au fost calculate si sunt date in Tabelul

12.
Tabelul 12. Valori p pentru evaluarea valorii pT
Fluid biologic Biomarker  pT2 vs restul pT3vspT4 pT4avspT4b
Sange MLH1 0,6228 0,3825 0,3254
integral MSH?2 0,5240 0,6135 0,5830
MSH6 0,0972 0,2645 0,8704
PMS2 0,3195 0,1473 0,0559
KRAS 0,4826 0,1215 0,2049
urina MLH1 0,9645 0,2080 0,1321
MSH?2 0,9224 0,2883 0,0320
MSH6 0,6914 0,4597 0,2988
PMS2 0,9863 0,1849 0,2132
KRAS 0,6178 0,0779 0,8858
saliva MLH1 0,4619 0,1598 0,4662
MSH?2 0,2068 0,8527 0,4951
MSH6 0,6980 0,0862 0,9500
PMS2 0,0491 0,9013 0,1562
KRAS 0,4797 0,5990 0,1220

Observatiile care permit elaborarea criteriilor sunt:

e Pacientii cu adenocarcinom colorectal pT2 asociaza [MSH6] saliva®[PMS2] saliva >50000
pgeng/(mL)2, [MSH6] salivae [PMS2] saliva / [MSH2] saliva >45 ng/ml si [MSH2]
saliva®[PMS2] saliva >50000 pgeng/(mL)2;

e Pacientii cu adenocarcinom colorectal pT3 asociaza [PMS2] sange integral / [MSH6]
sange integral <1,2 ng/pg, [PMS2] sange integral ® [KRAS] sange integral / [MSH6] sange
integral <14,5 ngeng/(pagemL), [MLHI1] salivd <30 ng/mL si [KRAS] urind <4pg/mL;

e Pacientii cu adenocarcinom colorectal pT4b (in comparatie cu pacientii cu
adenocarcinom colorectal pT4a) asociaza [PMS2] sange integral <25 ng/mL, [PMS2]
saliva >18 ng/ml, [PMS2] sange integral /[KRAS] sange integral <1,5 ng/ug si [PMS2]
saliva /[KRAS] saliva <5,5 ng/ug.
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Deoarece numarul de ganglioni limfatici gasiti este variabil, valoarea pN din acest studiu a fost
evaluata prin procentul de ganglioni invadati si prezenta depozitelor. Valoarea pM este evaluata prin
prezenta metastazelor. Valoarea exactd a pN poate fi evaluatd daca s-ar dezvolta un model matematic
al vaselor limfatice si distributiei ganglionilor limfatici in intreaga zona colorectald. Prin urmare,
numadrul de ganglioni limfatici dintr-un esantion de excizie curativa cu procentul de ganglioni limfatici
invadati ar permite aproximarea numarului de ganglioni invadati. Aceasta este in acest moment o
perspectivd de viitor. Prezenta depozitelor tumorale este consideratd independentd de invazia
ganglionilor limfatici. Prin urmare, se evalueaza separat. Metastazele au fost evaluate in momentul
diagnosticarii si In perioada de urmadrire. Pacientii care nu prezentau metastaze la momentul
diagnosticului sau in perioada de urmadrire au fost considerati ca neavand metastaze. Prezenta
metastazelor a fost evaluata indiferent de locul metastazelor. Valorile p pentru corelatiile nivelului

fiecarui biomarker din fiecare fluid biologic si caracteristicile selectate sunt date in Tabelul 13.

Tabelul 13. Valorile p pentru evaluarea pN si pM

Fluid biologic Biomarker Tumora Metastaze
depozite
Sange integral MLH1 0,9885 0,5626
MSH2 0,6009 0,4230
MSHe6 0,4793 0,1739
PMS2 0,0554 0,1835
KRAS 0,9294 0,0024
urind MLH1 0,4575 0,1646
MSH2 0,9981 0,2737
MSH6 0,5285 0,1579
PMS2 0,3419 0,1139
KRAS 0,0334 0,0002
saliva MLH1 0,9423 0,0130
MSH2 0,2486 0,9907
MSH6 0,5150 0,7827
PMS2 0,9199 0,4167
KRAS 0,5323 0,6541

Observatiile privind prezenta depozitelor tumorale si prezenta metastazelor sunt:
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e Prezenta depozitelor tumorale este legata de [PMS2] sange integral > 450 ng/ml, [PMS2]
urind <32 ng/ml, [KRAS] urina <1,75ug/mL si [MSH2] saliva <125 pg/mL;
e prezenta metastazelor este legata de [KRAS]/[MSH6] >0,051g/pg, [KRAS]/[PMS2]
>0,34pg/ng si [PMS2] <14 ng/mL.
Toti algoritmii si ecuatiile dezvoltati vor fi descrisi pe larg in sectiunea de discutii. Prin aplicarea

acestora, selectivitatea pentru fiecare caracteristicd este data in Tabelul 14.

Tabelul 14. Sensibilitate si specificitate in predictia caracteristicilor clinicopatologice

Caracteristica
Caracteristica Sensibilitate Specificitate
clinicopatologica
Colon ascendent 100% 93,48%
Colon transvers 100% 91,66%
Colonul descendent 100% 91,66%
Localizarea tumorii Colon sigmoid 87,50% 89,47%
Jonctiunea
100% 95,74%
rectosigmoidiana
Rect 89,47% 87,50%
Polipi maligni 100% 98,60%
Vegetant 88% 66,60%
Aspect grosolan
Vegetant si ulcerat 66,60% 76%
Non-vegetant 73,91% 71,43%
Tumora localizata Cm1 87,50% 100,00%
Prezenta Tumora localizata Cm2 100% 78,58%
mucusului Tumora localizata Cm3 77,77% 88,24%
Per total 86,96% 87,18%
Componenta fibroasa 86,11% 80,95%
Tipul de stroma
Componenta inflamatorie 80,95% 86,11%
Subtipul molecular Componenta mezenchimala 93,75% 72,22%
Vase de sange 84,21% 79,37%
Vase limfatice 74,19% 71,42%
Invazii
Perineurala 84,21% 71,70%
Ganglionilor limfatici 72,41% 75,76%

vs. 1l an 90,48% 77,78%
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Rata de
vs. 2 ani 100% 86,84%
supravietuire
pT2 90% 89,09%
pT3 89,66% 89,47%
Sistem de
pT4avs. pT4b 100% 81,25%
clasificare TNM
Depozite tumorale 80% 91,84%
Metastaze 90% 77,27%

Dupa cum se observa din Tabelul 14 de mai sus, toti algoritmii de determinare a caracteristicilor

.........

perspective de viitor pentru studii mai mari.

.....
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