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A) Caracterizarea electrochimica a senzorilor

Tehnicile de caracterizare utilizate in acest studiu au inclus voltametria ciclica si spectroscopia de
impedanta electrochimica (EIS). Aceste tehnici au fost utilizate pentru a analiza si evalua performanta
senzorilor nemodificati, precum si a celor trei senzori modificati: nanopulbere de grafena cu oleamida
N2, grafit cu oleamida N2 si pulbere de grafena redusa cu oleamida N2. Pentru a examina raspunsul
chimic al senzorilor s-a utilizat CV, dupa cum se vede in Fig.

Experimentele CV au fost efectuate cu nanopulbere de grafena, grafit, pulbere de grafena redusa.
Datele demonstreazd in mod clar faptul ca conductivitatea senzorului a prezentat o crestere dupa
modificarea celor trei pulberi pe baza de carbon cu oleamida. Unul dintre factorii care contribuie la
cresterea conductivitatii este rolul atribuit oleamidei ca modificator. Matricile senzorilor pot oferi
structuri stabile pentru canalele/porii modificatorului, in timp ce oleamida utilizata pentru modificarea
matricelor a furnizat canalele/porii necesari pentru senzorii stocastici.
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Figura 1. a) Voltamograme ciclice ale curentului in functie de potential (b) Spectre de impedanta electrochimica

Se poate presupune cd modificarea a fost implementatd cu succes, ceea ce a dus la un rezultat
electrochimic Tmbunatatit. Scopul investigatiei EIS a fost acela de a examina interactiunea dintre senzori
Fig. b ilustreaza diagramele Nyquist si faptul ca pulberile de carbon prezinta o forma semicirculara
distincta la frecvente joase. Mai mult, modificarea celor trei senzori de pulberi pe baza de carbon cu
oleamida a dezvaluit forme semicirculare din ce in ce mai mici, la aceleasi frecvente utilizate pentru
senzorii nemodificati. Rezultatele EIS au prezentat o concordanta satisfacatoare cu rezultatele obtinute
prin CV.



B) Diferentierea moleculari a catepsinelor B si D si a proteinei p53 si analiza lor
cantitativa in probe biologice

Gasirea biomarkerilor care sa poata fi utilizati in testele de screening pentru depistarea precoce a
cancerului este de o importanta vitala. Daca depistarea unui singur biomarker intr-o proba biologica nu
poate indica un anumit tip de cancer, prin cresterea numarului de biomarkeri care pot fi identificati si
cuantificati cu ajutorul testelor de screening, se va schimba si validitatea testului de screening. Tehnicile
ELISA si de chemiluminiscenta utilizate In laboratoarele clinice acreditate pot determina doar un
biomarker per analiza (in timp ce se dezvolta kituri specifice); cu unele dezavantaje, cum ar fi: proba
trebuie prelucrata fnainte de masurare, iar costul pe analiza este foarte mare.

Trei dintre biomarkerii care pot fi utilizati pentru diferentierea cancerelor precum cancerul gastric,
cancerul de colon, cancerul de san, sunt: catepsina B, catepsina D si p53.

Aceste doua catepsine sunt implicate In dezvoltarea cancerului, proteina p53 (,,gardianul genomului”)
are un rol in integritatea genomica. (de exemplu, atunci cand are loc deteriorarea ADN-ului, p53 opreste
ciclul celular).

In aceasta lucrare, nanopulberile de diamant si grafena au fost modificate cu clorura de
2,3,7,8,12,13,17,18-octaetil-21H,23H-porfind mangan (III) (Mn(OAP)CI). Microsenzorii stocastici au
fost utilizati pentru diferentierea si cuantificarea simultand a catepsinelor B, D si a proteinei p53 in
sangele integral, saliva, urind si tesutul tumoral. Noutatea acestei lucrari este data de compozitia partii
active a microsenzorilor stocastici, precum si de utilizarea acestora pentru a diferentia intre catepsinele
B, D si proteina p53 din probele biologice.

Morfologia suprafetelor active ale microsenzorilor stocastici.

Figura 2 prezinta analiza calitativa obtinuta prin microscopie electronica de baleiaj. Dupa cum se poate
observa din Figura 2a, analiza morfologica arata cd materialul este omogen in cazul pastei pe baza de
pulbere de nanodiamant (nDP). In cazul utilizarii pastei pe baza de pulbere de nanografene (nGr), se
poate observa ca aceasta contine spatii expandate intre foile de grafend. De asemenea, se observa in
ambele imagini canalele necesare pentru obtinerea semnalului stocastic.

Figura 2. Imagini SEM pentru suprafata activa a (a) Mn(OAP)CI/nDP si a Mn(OAP)CI/nCr.
Probele biologice.

Saliva, sangele integral, urina si tesuturile tumorale au fost obtinute de la pacienti confirmati cu cancere
gastrice si colorectale. Proiectul de cercetare a fost aprobat cu nr. 32647/2018 acordat de citre Comitetul
de Etica al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Targu-Mures. Consimtamantul informat a fost obtinut
de la toti pacientii implicati in proiectul de cercetare.



Metoda stocastica.

Cand se aplica potentialul de 125 mV vs Ag/AgCl (tehnica cronoamperometrica), variatia curentului va
genera valori ale to-urilor cunoscute sub numele de semnaturi ale analitului, deoarece ele apar atunci
cand biomarkerii intrd in canal (curent scade la zero), blocandu-I pana cand molecula intra in interior,
iar aceste semnaturi sunt specifice fiecarui biomarker; valorile ton sunt masurate in timpul celei de-a
doua faze, cand biomarkerul suferd in interiorul canalului procese de legare si redox (valoarea sa este
masuratd intre doud valori tor) (Fig. 3). Tn consecinti, semnitura (valoarea toff) este un parametru
calitativ utilizat in recunoasterea moleculara si diferentierea biomarkerilor, in timp ce valoarea tonului
este un parametru de cuantificare, utilizat pentru determinarea concentratiilor biomarkerilor, in
conformitate cu ecuatia: 1/ton =@ + b X Chiomarker, UNde Chiomarker r€prezinta concentratia biomarkerului.

Parametrii ecuatiilor de calibrare pentru fiecare biomarker, folosind cei doi microsenzori stocastici
bazati pe Mn(OAP)Cl/nDP si pe Mn(OAP)Cl/nGr au fost obtinuti prin metoda regresiei liniare. Au fost
obtinute concentratii necunoscute de biomarkeri prin introducerea valorilor tor-urilor obtinute din
diagrame (Fig. 3), in ecuatiile de calibrare ale fiecarui microsenzor, pentru fiecare dintre biomarkeri.
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Figura 3. Diagrame obtinute pentru screening, folosind microsenzorii stocastici bazati pe Mn(OAP)Cl/nDP, a
(a) salivei, (b) sangelui integral, (c) tesutului tumoral si (d) urinei.

Rezultate si discutii

S-au efectuat studii de reproductibilitate si stabilitate pentru fiecare microsenzor stocastic. In acest sens,
zece microsenzori stocastici din fiecare tip au fost proiectati in conformitate cu metoda descrisz“l mai

g, eyt

Mn(OAP)Cl/nDP si 0.10% pentru mlcrosenzorul pe baza de Mn(OAP)Cl/nGr, sensibilitatile fiind
masurate pentru fiecare dintre cei doi microsenzori, imediat dupa ce a fost preparata pasta modificata.
Valorile obtinute au confirmat reproductibilitatea constructiei celor doud tipuri de microsenzori
stocastici.

microsenzorii. Pentru mlcrosenzoru stocastici pe baza de Mn(OAP)CI/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 dovedit o buna stabilitate in timp a pastelor modificate, precum
si a microsenzorilor stocastici.



Valorile semndturilor biomarkerilor/substantelor din probele biologice sunt date de selectivitatea
microsenzorilor stocastici; diferentele dintre semnaturi au dovedit selectivitatea acestora. S-a verificat
selectivitatea fata de CEA, CA72-4, leucind, serind, glutamind; toate semnaturile obtinute pentru aceste
substante au fost diferite una fata de cealalta si mai mari de 2.0, dovedind selectivitatea microsenzorilor
stocastici propusi.

Recunoasterea moleculara, diferentierea si cuantificarea catepsinei B, a catepsinei D si a p53
n probe biologice.

Modul stocastic descris mai sus a fost utilizat pentru recunoasterea molecular si cuantificarea celor trei
biomarkeri. Sangele integral, saliva, urina si tesuturile tumorale de la pacienti confirmati cu cancere
colorectale/gastrice au fost analizate fard nicio prelucrare si au fost analizate diagramele (Fig. 3).
Metoda de aditie standard - cand cantitati cunoscute de catepsina B, catepsind D si p53 au fost adaugate
in cele patru tipuri de probe biologice, si metoda de comparatie urmata de o analiza prin testul Student-
t cand au fost comparate, rezultatele obtinute cu ajutorul celor doi microsenzori stocastici, au fost
utilizate pentru validarea microsenzorilor stocastici propusi.

Pentru metoda de aditie standard, determinarea catepsinei B, a catepsinei D si a p53 a fost efectuatad
inainte si dupa addugarea unor cantitdti cunoscute din fiecare dintre biomarkeri in sangele integral,
urind, salivad si tesut tumoral; cantitatile determinate de biomarkeri obtinute dupd adaugarea unor
cantitati cunoscute de biomarkeri au fost comparate cu cantitatea initiald gasitd in probele biologice
(Tabelul I).

Testele de recuperare efectuate aratd ca biomarkerii: catepsina D si B, precum si p53, pot fi determinati
cu precizie 1n probele biologice: sange integral, saliva, urin si tesuturi tumorale.

Nivelurile celor trei biomarkeri au fost evaluate Tn probele biologice utilizand ambii microsenzori
stocastici (Fig. 4).

Tabelul I. Recuperarea catepsinei B, a catepsinei D si a pS3 din probe de sange integral, saliva,
urind si tesut tumoral (N = 10).

Procentul de regasire, %

Senzori stocastici

Catepsina B Catepsina D P53
Sange integral
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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Figura 4. Comparatie intre rezultatele obtinute cu cei doi microsenzori stocastici pe bazd de Mn(OAP)Cl/ nDP
si Mn(OAP)Cl/nGr pentru testarea (a) pS3, (b) catepsinei B si (c) catepsinei D, in sange integral, tesut tumoral,
urina si saliva.

Figura 4 a aratat o corelatie foarte buna intre rezultatele obtinute cu ajutorul microsenzorilor stocastici
pe baza de Mn(OAP)Cl/ nDP si Mn(OAP)Cl/nGr. A fost efectuat un test t student la un nivel de
confidentd de 99.00% (valoarea tabulata este 4.13). Valorile obtinute pentru testul-t-student au fost de
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, ceea ce demonstreaza ca nu exista o diferentd semnificativa intre
rezultatele obtinute cu ajutorul celor doi microsenzori stocastici pe bazd de Mn(OAP)CI/nDP si
Mn(OAP) CI/nGr pentru determinarea catepsinei B, a catepsinei D si a p53. In consecinti, microsenzorii
stocastici propusi pot fi validati pentru recunoasterea moleculara, diferentierea si testarea catepsinei B,
a catepsinei D si a pS3 in probe de sange integral, saliva, urind si tesuturi tumorale.

C) Analiza pe baza de nanoplatforma pentru detectarea HER3 si HER4 pentru
diagnosticarea cancerului gastric

Similar cu EGFR si HER2, expresia HER3 si HER4 a fost identificata in 20.7% si 13.3% din
tumorile gastrice. Mai multe studii au ardtat o asociere negativa intre expresia ridicatda a HER3 si
supravietuire. Cu toate acestea, HER4 in cancerul gastric a fost studiat doar cu moderatie pana in
prezent, iar relevanta sa ca marker prognostic ramane neclara. He et al. au constatat ca supraexpresia
HERA4 a fost asociata cu metastaza ganglionilor tumorali, dar nu si cu supravietuirea.

Pana in prezent, existd cateva cercetari care implica studii electrochimice in analiza familiei
HER in probele biologice. Dezvoltarea de senzori pentru detectarea si masurarea bioanalitilor este o
aplicatie de perspectivd pentru nanomaterialele functionale, care au demonstrat cd sunt candidati
promitdtori in acest domeniu. Proprietétile remarcabile ale nanomaterialelor pe bazd de ciclodextrine
(CD) si derivati ai ciclodextrinelor asigurd o performanta sporitd a senzorilor in ceea ce priveste
sensibilitatea, selectivitatea, limita de detectie, timpul de raspuns si capacitatea de multiplexare.

Scopul a fost de a investiga un set de doi biomarkeri, HER3 si HER4, care nu sunt cunoscuti ca
fiind specifici pentru cancerul gastric, deoarece exista doar o cantitate limitatd de informatii disponibile
cu privire la legatura dintre HER3 si HER4 si simptomele patologice clinice, precum si la rolul pe care



HER3 si HER4 1l joaca in dezvoltarea cancerului gastric. Pentru atingerea acestui obiectiv au fost
utilizate nanoplatforme care incorporeaza senzori stocastici. Nanoparticulele de aur (Au NPs) au fost
alese pentru constructia senzorilor stocastici datorita stabilitatii lor ridicate, precum si a conductivitatii
ridicate.

Constructia si configurarea nanoplatformei.

Aspectele inovatoare ale acestei lucrari, In comparatie cu lucrarile asemanatoare, sunt:
combinarea nanoplatformelor si detectarea smartphone-urilor; utilizarea nanografenei ca matrice pentru
proiectarea senzorilor stocastici; utilizarea nanoparticulelor de Au si de Cu sferoidal pentru modificarea
nanografenei.

Rezultate si discutii
Reproductibilitatea si stabilitatea senzorilor stocastici

Fiecare senzor a facut obiectul unor studii de reproductibilitate. In consecinti, au fost produse
10 exemplare din fiecare tip de sensor. Atunci cand au fost imersate n solutii cu pH 7.40 pentru HER3
fost evaluatd dupd cum urmeaza: Dupd cum se descrie in sectiunea privind proiectarea stocastica a
senzorilor, au fost stocate 20 de exemplare din fiecare tip de senzor. Raspunsul fiecaruia dintre senzori
tip de senzor, ceea ce dovedeste reproductibilitatea proiectarii senzorilor. Tn fiecare zi, un nou senzor a
fost scos din depozit si scufundat in solutii care contineau HER3 si HER4 cu concentratii variabile la
pH 7.40; sensibilitatea fiecarei masuratori a fost inregistratd pentru comparatie dupd o lund, cand
intregul lot de senzori a fost utilizat. Rezultatele de la sfarsitul perioadei au indicat un grad ridicat de
sensibilitatea initiald pentru Cu/a-CD-nGr sferoidal si de 0.05% fata de sensibilitatea initiala pentru
AuNPs/a-CD-nGr.

Selectivitate

Valorile torf masurate pentru o varietate de interferente posibile indica selectivitatea celor doi
senzori stocastici propusi. Examinate ca interferente potentiale au fost HRG-a, HER1, HER2, p53 si
CEA. Avand in vedere ca semnaturile substantelor chimice selectate difera de cele ale biomarkerilor
relevanti, Tabelul 1 demonstreaza ca niciunul dintre acestia nu impiedica detectarea HER3 si HER4.



Tabelul 1. Selectivitatea senzorilor stocastici utilizati pentru determinarea HER3, HERA4.

ngcnjsilrc HER 3 HER4 & HRG-« = HER1 HER?2 P53 CEA
bazat pe a- Semnaturd | Semnaturd | Semnaturd | Semndaturd | Semndturd | Semndturd | Semnatura
CD- rE) Gr (torr) (torr) (torr) (totr) (tor) (tofr) (tof)
AUNPs 1.9 1.1 0.8 1.6 4.2 3.3 1.7
Cu
sferoidal 1.2 2.3 1 1.4 1.3 4.2 1.9

HER3 si HER4: identificare si cuantificare moleculara

Doi senzori stocastici au fost utilizati pentru depistarea rapida a probelor biologice, inclusiv a
tesutului tumoral si a sangelui integral, de la pacienti cu cancer gastric. HER3 si HER4 au fost
identificate n diagrame pe baza semnaturilor lor inainte ca ton sa fie citit si utilizat in modul stocastic
pentru a determina concentratia de HER3 si HER4. Rezultatele testelor pentru probele biologice (cinci
probe de sange integral si cinci probe de tesut tumoral) sunt prezentate in Figurile 1 si 2. Se pot gasi
corelatii foarte bune intre rezultate.
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Figura 2. Rezultatele testelor de depistare
a HERS3 (a) si HER4 (b) 1n probele de tesut tumoral
(N =10).

Figura 1. Rezultatele testelor de depistare
a HER3 (a) si HER4 (b) in probele de sange integral
(N =10).

A fost efectuat un test t cu un nivel de incredere de 99.90%. Valorile t calculate pentru fiecare
tip de probd au fost mai mici decat valoarea tabulati, ceea ce indicad faptul cd nu existd o diferentda
semnificativd din punct de vedere statistic intre rezultatele obtinute cu ajutorul nanoplatformelor
propuse, deoarece valorile calculate au fost de 1.98 pentru HER3 si 1.93 pentru HER4 in sangele
integral si de 1.91 pentru HER3 si 2.01 pentru HER4 in tesutul tumoral si ca acestea pot fi considerate
fiabile pentru identificarea si cuantificarea moleculard a HER3 si HER4 in probele biologice alese. In
plus, validarea a fost efectuata prin metoda conventionald de adaugare, care a presupus adaugarea unor
cantitati cunoscute de HER3 si HER4 la fiecare tip de proba biologicd, inclusiv sangele integral si
tesutul tumoral. S-au obtinut valori de regasire extrem de ridicate atunci cand HER3 si HER4 au fost
identificate 1n doud tipuri distincte de material biologic. Aceste rezultate au demonstrat ca
nanoplatformele propuse pot fi utilizate pentru a identifica si cuantifica HER3 si HER4 in probe



biologice cu fiabilitate. Testele de regasire indica faptul cd nanoplatformele propuse pot fi utilizate cu
incredere pentru testarea HER3 si HER4 in sangele integral si in tesutul tumoral, deoarece toate
regasirile au fost mai mari de 98,00 %, iar valorile RSD au fost mai mici de 1.00 %.

D) Testarea simultanid a CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125 in probe biologice cu
microsenzori stochastici tridimensionali de tip ac

Patru dintre cei mai folositi indicatori pentru cancerul gastric sunt CA 72-4, CA 19-9, CA 125
si CEA, si sunt cei mai folositi markeri pentru modelele de diagnostic combinate. CA 72-4 este o mucina
epiteliala asociatd tumorii, care se exprimd in adenocarcinoame precum cele gastrice, colonice si
mamare, dar este mai scazut in tesuturile normale. In tumorile sistemului digestiv, CA 72-4 este asociat
cu sensibilitate si specificitate ridicate. CA 19-9, antigenul carbohidrat 19-9 sau antigenul sialil Lewis,
este un biomarker tumoral utilizat ITn mare masurd pentru screening-ul si identificarea cancerului
pancreatobiliar, dar si pentru carcinoamele de tract digestiv, in special pentru cele gastrice. CA 125 este
o glicoproteind prezenta in epiteliul care captuseste cavititile corpului si este asociatd cu sensibilitate si
specificitate ridicate Tn diagnosticul mai multor carcinoame ale tractului digestiv. CEA este 0
glicoproteind intracelulard care este produsa de celulele tumorale epiteliale, fiind o moleculd de
adeziune, si ajuta la angiogeneza. Nivelul sdu seric este crescut in adenocarcinoamele colorectale,
gastrice si alte adenocarcinoame, dar si in afectiunile non-maligne, cum ar fi boala inflamatorie cronica
intestinald, fumatul, alcoolismul si bolile hepatice.

Prin urmare, s-a propus o metoda de screening pentru sangele integral, saliva, urina si tesuturi
tumorale gastrice care pot recunoaste si cuantifica simultan urmatorii patru biomarkeri: CA 72-4, CA
199, CA 125 si CEA. Instrumentele propuse sunt senzorii stocastici. Noutatea metodei este
reprezentatd de proiectarea microsenzorului stocastic 3D de tip ac pe baza de grafene decorate cu bor
(B) si azot (N) special sintetizate Tn acest scop, modificate cu o oleamida care poate asigura canalele
necesare raspunsului stocastic si de abordarea analizei simultane a CA 72-4, CA 19-9, CA 125 si CEA
cu fiabilitate ridicatd. Conductivitatea materialului matricei a fost mbunatatitd prin Incorporarea
grafenei dopate cu N si B. In comparatie cu materialul de grafit, unde fortele van der Waals dintre
straturile de grafena pot modifica forma canalelor, utilizarea materialului de grafena s-a dovedit a fi
semnificativ mai convenabild, deoarece forma canalului nu este influentata de fortele fizice van der
Waals.

Designul Microsenzorilor Stocastici

Microsenzorii stocastici 3D de tip ac s-au realizat astfel: fiecare dintre pulberi (NBGr-1 si NBGr-
2) s-a amestecat cu ulei de parafina pana s-a obtinut o pastda omogena. Fiecare dintre paste s-a amestecat
cu o solutie etanolica de oleamidd 1.00x10° mol L? N-(2-mercapto-1 H-benzo[d]imidazol-5-il).
Microconurile tridimensionale cu un diametru intern de 10 um s-au realizat Tn laborator folosind o
imprimanta 3D Stratasys Objet 24, care foloseste tehnologia PolylJet pentru constructia modelelor
tridimensionale printr-un proces strat cu strat. Materialul folosit in acest studiu a fost VVero 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 proprietatile de a fi usor de
spalat si non-toxic. Precizia imprimantei a fost masurata la 0.1 mm. Intervalul de temperatura in timpul
functionarii 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 verticald pe masa de imprimare pentru a
minimiza utilizarea materialului suport. Diametrul suprafetei electrodului de lucru a fost de 10
pm. Pastele modificate au fost plasate in microconuri 3D (diametrul intern 10 um) special
concepute pentru microsenzorii stocastici 3D cu ac (Schema 1).

Electrodul de lucru (WE) a fost plasat intr-un con care contine electrodul de referinta (sarma
Ag/AgCl) si electrodul auxiliar (fir de Pt) (Schema 1). Cand nu au fost folositi, microsenzorii de tip ac
S-au pastrat in locuri uscate, la temperatura camerei.
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Schema 1. Designul microsenzorului stocastic 3D cu ac (WE reprezinta electrodul de lucru).

Metoda Stocastica

Metoda stocastica implica efectuarea masuratorilor ton $i toff la 0 tensiune constanta (125 mV
fatd de Ag/AgCl) prin utilizarea metodei cronoamperometrice. Dupa efectuarea unei analize amanuntite
a potentialelor cuprinse intre 0 si 500 mV, a fost ales un potential optim de 125 mV. Aceastd valoare
specificd a fost determinata pentru a produce semnaturi lizibile (valori tosf) care ar putea fi interpretate
in mod consecvent si precis. Valorile lui toff - denumite si semnaturi ale biomarkerilor — s-au utilizat
pentru identificarea celor patru biomarkeri (CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125), iar valorile ton (Care
se citesc intre doua semnaturi) au fost utilizate pentru determinarea concentratiei fiecarui biomarker
folosind ecuatia de calibrare 1/ton = @ + DX Chiomarker, UNde Chiomarker €Ste concentratia pentru biomarkerii
determinati (CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125) folosind microsenzorii stocastici 3D de tip ac propusi,
asa cum se vede In figurile 1. Parametrul cunoscut sub numele de ,,torf” denota durata necesara pentru
biomarker pentru a intra pe canal. Este denumitd in mod obisnuit semnatura biomarkerului si este
indicata vizual pe diagrame folosind eticheta ,,torf”. Semnatura are o importanta semnificativa in analiza
calitativd, deoarece este strans legata cu identificarea moleculard a biomarkerilor. Fiecare analit
genereaza o semnaturd distinctd (torf) care este afectatd de factori precum dimensiunea, forma,
stereogeometria, capacitatea de desfisurare si viteza atunci cand traverseazi canalul sau porul. in
consecinta, este rar ca doi analiti sd prezinte semnaturi identice.
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Figura 1. Exemple de diagrame obtinute cu microsenzorul stocastic 3D de tip ac pe baza de NBGr-1/NBGr-2
pentru screening-ul (a) salivei, (b) sangelui integral, (c) tesutului tumoral gastric si (d) urinei.

Probele biologice

S-au colectat patru tipuri de probe (saliva, sange integral, urind si tesut) de la pacientii
confirmati cu cancer gastric, iar datele acestora s-au folosit conform avizului Comitetului de Etica nr.
32647/2018 acordat de Spitalul Judetean de Urgenta din Targu Mures. Consimtamantul informat s-a
obtinut de la toti pacientii implicati in acest studiu. Toate probele biologice au fost colectate Tnainte de
efectuarea oricarui tratament pentru cancer. Nu a fost efectuat nici un tratament al probei inainte de
orice masuratoare. Probele au fost analizate imediat ce au fost recoltate de la pacienti.

Rezultate si Discutii

Morfologia suprafetei active a microsenzorilor stochastici 3D de tip ac

Imaginile de microscopie electronicd pentru pastele bazate pe NBGr-1 si NBGr-2 sunt
prezentate in Figura 2. Acestea demonstreaza ca exista canale pe partea activd a microsenzorilor
stochastici 3D de tip ac.

(@ (b)

Figura 2. Imagini SEM pentru partea activd a microsenzorului stocastic de tip ac pe baza de (a) NBGr-
1 si (b) NBGr-2. Sagetile arata prezenta canalelor pe suprafata activa.

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 cronoamperometric.
Multe studii de analiza a suprafetei au confirmat ca suprafata grafenului este neteda si stabila, facilitand
stabilitatea ridicatd a canalelor modificate.

S-au efectuat studii de reproductibilitate si stabilitate pentru fiecare dintre microsenzorii
stocastici 3D de tip ac. Zece microsenzori stocastici 3D de tip ac din fiecare categorie au fost proiectati

et oy

g, oyt

stocastici 3D de tip ac au fost urmatoarele: pentru microsenzorul bazat pe NBGr-1, valorile Tnregistrate
au fost de 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 pe baza de 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. Valorile obtinute pentru %
RSD au confirmat reproductibilitatea designului celor doud tipuri de microsenzori stocastici 3D de tip
ac.

g, eyt

microsenzor stocastic 3D de tip ac, se pot face urmatoarele afirmatii: pentru microsenzorul bazat pe
NBGr-1, valorile RSD au fost de 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 dovedesc buna stabilitate in timp a pastelor modificate si a microsenzorilor stocastici in timp.

Selectivitatea microsenzorilor stocastici este determinatd utilizand valorile inregistrate ale
semnaturilor asociate cu biomarkerii si alti compusi prezenti in probele biologice. Prezenta diferentelor
identificate intre aceste semnaturi serveste ca dovadd a selectivitatii microsenzorilor. Valorile tof
inregistrate pentru diferitele potentiale interferente servesc ca indicatori ai selectivitatii celor doi senzori
stocastici luati in considerare. Urmdtoarele substante au fost investigate ca posibile interferente: p53,
catepsind D, catepsind B, leucina, serind 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 examinati ca potentiali interferenti au avut caracteristici distincte fata de
biomarkerii ipotezati, confirmand astfel selectivitatea senzorilor. Cand s-a folosit microsenzorul
stocastic 3D de tip ac bazat 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 leucind, 3.9 s pentru serina si 3.7 s pentru
glutamina. Cand s-a folosit microsenzorul stocastic 3D de tip ac bazat pe NBGr-2, s-au Tnregistrat
urmatoarele semnaturi: 3.8 s pentru p53, 3.0 s pentru catepsina D, 2.8 s pentru catepsina B, 3.5 s pentru
leucina, 2.4 s pentru serind si 2.6 s pentru glutamina. Toate semnaturile obtinute pentru aceste substante
au fost diferite unele de altele si mai mari de 2.3 s, dovedind selectivitatea microsenzorilor stocastici
3D de tip ac propusi pentru testarea CA 19-9, CA 72-4, CA 125 si CEA in probe biologice. in
consecinta, microsenzorii stocastici 3D de tip ac pot fi utilizati selectiv pentru testarea CA 19-9, CA
72-4, CA125 si CEA in probe biologice.

Determinarea ultrasensibila a celor patru biomarkeri din toate cele patru fluide
biologice

Domeniile largi de concentratie, limitele scdzute de determinare si posibilitatea determinarii
simultane a CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125 au facut posibila utilizarea microsenzorilor stochastici
3D de tip ac pentru testele de screening ale sangelui integral, salivara, urina si tesuturile tumorale.

Probele au fost analizate cat mai curand posibil dupd 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 doua semnituri, s-a Citit
ton. Valorile ton S-au utilizat pentru determinarea cantitativa a CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA
125 in sangele integral, saliva, urina si tesut tumoral, conform procedurii modului stocastic.
Nivelele celor patru biomarkeri au fost evaluate in toate cele patru tipuri de fluide biologice
(sange integral, saliva, urind si probe de tesut) cu ambii senzori, iar rezultatele sunt prezentate
n Figura 3.
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Figura 3. Comparatie intre rezultatele obtinute cu microsenzorii stocastici 3D de tip ac pe baza de NBGr-
1 si NBGr-2 pentru testarea celor patru biomarkeri Tn probe de (a) saliva, (b) sange integral, (c) urina si (d) tesut
gastric tumoral.

Testul t-Student s-a efectuat la un nivel de Tncredere de 99.00% (valoarea t teoretica tabelata:
4.032) pentru fiecare biomarker. Toate valorile t calculate au fost mai mici de 3.500, mai mici decét
valoarea tabelatd, demonstrand ca nu existd o diferenta semnificativa statistic Intre rezultatele obtinute
folosind cei doi microsenzori stocastici 3D de tip ac. A fost de asemenea efectuat testul F la un nivel de
Tncredere de 95%, pentru zece probe de fiecare fel. Valoarea F tabelata a fost de 3.18. Rezultatele
obtinute la compararea abaterilor standard obtinute pentru microsenzorii stocastici 3D de tip ac au fost
mai mici de 1.00, deci o valoare mai mica decat valoarea tabelata, 3.18. Acest lucru indica faptul ca nu
existd o diferentd semnificativa In precizia inregistrata pentru senzorilor stocastici 3D de tip ac si ca
abaterile standard nu depind de probele analizate. In consecinti, microsenzorii propusi pot fi utilizati
pentru screeningul sangelui integral, salivei, urinei, precum si al tesuturilor tumorale pentru cei patru
biomarkeri.

Cel de-al doilea test efectuat pentru validarea senzorilor stocastici 3D de tip ac si al metodei de
screening a fost testul de recuperare. Cantitati cunoscute din fiecare biomarker (CA 72-4, CA 19-9,
CEA si CA 125) a fost adaugat in sangele integral, urind, saliva si tesuturi tumorale. Cantitatile de CA
72-4, CA 19-9, CEA si CA 125 au fost determinate inainte si dupd addugarea lor in probele de sange
integral, urind, saliva si tesut tumoral. Diferenta dintre cantitatea finald gasitd in proba biologica si
cantitatea initiald a fost comparatd cu cantitatea cunoscutd addaugatd in esantion pentru fiecare dintre
biomarkeri. Rezultatele obtinute la testele de recuperare sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabel 2. Teste de recuperare pentru CA72-4, CA19-9, CA125 si CEA folosind microsenzorii
stocastici 3D de tip ac (N = 10).

Needle 3D Stochastic

- Biomarker Whole Blood Saliva Urine Tumoral Tissue
Microsensor Based on

%, Recovery

CA724 98.99 + (.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 9847 + 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 CAI125 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 arata valori ridicate de recuperare pentru toti biomarkerii (CA
72-4, CA 19-9, CA 125 si CEA) atunci cand sunt recuperati din sange integral, saliva, urina si tesut
tumoral. Au fost raportate, de asemenea, valori % RSD foarte scazute.

Pe baza celor doua teste de validare, se poate concluziona ca microsenzorii stocastici 3D de tip ac



propusi pot fi utilizati in mod fiabil pentru testarea simultana a CA 72-4, CA 19-9, CA 125 si CEA in
sangele integral, saliva, urind si tesut tumoral. Testul poate fi utilizat ca test de screening In masa al
populatiei pentru diagnosticul precoce al cancerului gastric.

E) Electroanaliza maspinului in singele integral

Biomarkerul cunoscut sub numele de Maspin, care a fost identificat pentru prima data in 1994,
apartine familiei serpinelor. Astfel, a fost utilizat ca si biomarker in scopul diagnosticarii cancerelor de
san, prostata, piele, plaméni, stomac si colon. Utilizarea electrozilor pentru electroanaliza maspinului
in singele integral este sustinutd de urmatoarele avantaje: Prelevarea de probe nu este necesara,
deoarece electrodul poate fi introdus direct in proba de sange pentru a determina nivelurile de
biomarkeri, cum ar fi maspin. Analiza este finalizatd rapid, de obicei in cateva minute. Utilizarea
instrumentelor miniaturizate permite screening-ul eficient al populatiilor mari. Mai mult, aceasta
metoda se dovedeste a fi rentabild datoritd nivelului ridicat de robustete si fiabilitate al electrodului, asa
cum a sustinut studiile anterioare. Originalitatea acestui studiu constd in utilizarea unui electrod
construit prin modificarea unei paste de grafit decoratd cu Cu sferoidal cu B-ciclodextrina, in testele de
screening de sange integral pentru maspin.

Design-ul senzorului

O pastd omogena a fost obtinuta prin combinarea a 200 mg de grafit cu 2 mg de Cu sferoidal,
urmati de addugarea de ulei de parafina. In pasti a fost adaugata o solutie de p-ciclodextrind cu un nivel
de concentratie egal cu 10 mol L™, rezultdnd in crearea unei paste modificate. Dupa ce pasta a fost
modificatd, aceasta a fost introdusa in interiorul unui tub din plastic care a fost fabricat folosind
tehnologia de imprimare 3D, cu diametrul interior de 100pm. Pentru a construi o legétura stabilita intre
pasta utilizatd si circuitul exterior, a fost utilizat un fir de Ag ca si contact electric. Senzorul a fost tinut
la temperatura camerei atunci cand nu a fost utilizat.

Procedura de analiza

Voltametria cu impulsuri diferentiale (DPV) a fost folosita pentru toate analizele. Intervalul de scanare
utilizat a fost de la -1V la +1V, mentinand constant in acelasi timp o ratd de scanare de 90 mV s™.
Tehnica regresiei liniare a fost folositd pentru a determina parametrii ecuatiei de calibrare. Prin
introducerea valorii intensitatii curentului in ecuatia de calibrare pentru maspin, au fost determinate prin
calcul concentratiile de maspin in sangele integral, concentratii care erau necunoscute anterior.

Probele biologice

Pacientiilor cu cancer de stomac si de colon li s-au recoltat sange integral. Tnainte de efectuarea
studiului, probele de sange nu au fost tratate. Probele utilizate Tn acest studiu au fost procurate de la
doud institutii medicale: Spitalul Clinic de Urgentd Judetean Targu-Mures si Spitalul Clinic Judetean
Targu-Mures. Cercetarea s-a desfasurat cu aprobarea comisiilor de etica respective, Spitalul Clinic de
Urgenta primind autorizatie la data de 14 decembrie 2018 (numar aviz 32647/14.12.2018), iar Spitalul
Clinic primind autorizatie la data de 28 februarie 2019 (numar aviz 3206/28.02.2019). Toti pacientii au
dat consimtaméantul in cunostinta de cauza.

Rezultate si discutii. Caracteristicile de raspuns ale senzorului utilizat in
electroanaliza maspinului

Toate caracteristicile de raspuns au fost obtinute folosind DPV, la 25°C. Un interval de
concentratie de lucru cuprins intre 5,12 pg mL? si 400 ng mL?, cu o limitd de determinare, definitd de
cea mai scazutd concentratie observata in intervalul de concentratie liniara, in conformitate cu ghidul
ITUPAC actualizat (Uniunea Internationald de Chimie Pura si Aplicatd) (paragraf 3.36, Nota 3), de 5,12



pg mL? si o limita de detectie (calculata ca si concentratia pentru care valoarea intensitatii curentului
este de 3 ori valoarea curentului de fond) de 2,05 pg mL™* au fost determinate. Ecuatia de calibrare a
electrodului obtinut cu ajutorul DPV (Figura 1) este:

I =851.30 +185.69 X Cpaspin 1)

unde I reprezinta puterea curentului masuratd in A $i Cpaspin denota concentratia maspinului masurata
n ng mL. S-a obtinut un coeficient de corelatie de 0.9982.

1x10*
800x10°*

600x10°*

1 (A)

400x10°

200x10*

0

-200x10°*°

-12 -1.0 -08 06 04 -02 00
E(V)

Figura 1. Curba de calibrarea a senzorului utilizat in procesul de analiza a maspinului.

Selectivitatea senzorului

HER3, HER4, L-serina, L-acid aspartic, L-triptofan si D-leucina au fost considerati ca si
posibile interferenti. Pentru a testa selectivitatea senzorului propus, a fost utilizata tehnica solutiei
mixte. Un raport de 1:10 (mol/mol) intre maspin si presupusul interferent a fost utilizat, atunci cand s-
au preparat solutiile mixte sintetice. Au fost determinati coeficientii de selectivitate amperometrici cur
urmatoarele valori: 5.2 x 10 pentru HER3, 3.0 x 10* pentru HER4, 3.1 x 10 pentru L-serina, 2.6 X
10* pentru L-acid spartic, 2.9 x 10 pentru L-triptofan si 3.2 x 10** pentru D-leucina. Aceste valori au
aratat ca o posibila interferenta din partea HER3, HER4, L-serina, L-acid L-spartic, L-triptofan, D-
leucina 1n determinarea maspinului nu a fost observata.

Electroanaliza maspinului in probe de sange integral

Figura 2 afigeaza o voltamograma reprezentativa obtinuta in timpul utilizarii senzorului pentru analiza
maspinului in sangele integral.
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Figura 2. Voltamograma tipica inregistrata pentru masurarea nivelurilor de maspin din sangele
integral.

Probele de sange integral au fost analizate fara niciun fel de tratament preliminar. A fost efectuatad o
analizd comparativa intre rezultatele obtinute prin utilizarea senzorului sugerat si cele obtinute prin



metoda ELISA, care serveste ca tehnica stabilitd aplicata in laboratoarele clinice. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 1.

Tabel 1.Electroanaliza maspinului in séngele integral (N=10).

Numar proba DPV | ELISA
P Maspin, pg mL*
1 144.97+0.12 143.20+0.65

253.03+0.17 254.00+0.87
296.50+0.23 295.70+0.43
170.52+0.14 170.30+0.67
279.36+0.15 280.00+0.34

gl win

Rezultatele unui test t care a avut un grad de incredere de 99.00% (cu o valoare tabelatd de
4.13) au fost efectuate pentru a compara rezultatele obtinute in urma folosirii metodei ELISA si folosirii
senzorului propus prin tehnica de voltametrie cu impulsuri diferentiale (DPV). Aceasta comparatie a
fost creata cu scopul de a determina daca metoda DPV a avut rezultate mai precise. Deoarece valoarea
rezultatd de 1.87 este mai mica decét valoarea tabelata, acest lucru indica faptul ca nu exista o diferenta
semnificativa din punct de vedere statistic intre cele doud metode.. Acest lucru sugereaza ca senzorul
propus poate fi considerat un instrument de screening fiabil folosind tehnica voltametriei cu impulsuri
diferentiale (DPV) pentru a masura nivelurile de maspin in probele de sange.

F) Determinarea VSIG in pacientii cu cancer gastric

VSIGI este o IgSF tipica, cu doud domenii extracelulare asemanatoare Ig si un scurt domeniu
citoplasmatic. Datorita exprimarii sale abundente in stomac, VSIGI a fost studiata pe larg in cancerele
gastrice.

Proiectarea microsenzorului stocastic imprimat 3D

Pentru a obtine o pasta omogena, pulbere de NS-Gr a fost amestecata cu ulei de parafind. O
cantitate de C4-tetrol au fost adaugate pentru a obtine pasta modificata. Ulterior, pasta a fost transferata
ntr-un tub imprimat 3D, care a prezentat proprietati neconductoare. Contactul cu circuitul extern a fost
posibil prin inserarea unui fir de Ag in pasta modificata.

Proiectarea senzorului stocastic de unicd folosintd 2D

Suprafata electrodului stocastic serigrafiat si suprafata electrodului auxiliar sunt pe baza de
pelicule de aur, in timp ce suprafata electrodului de referinta este pe baza de argint. Suprafata activa a
electrodului serigrafiat stocastic a fost modificata cu ajutorul unei solutii de C4-tetrol; inainte si dupa
fiecare masurare, senzorul a fost curdtat cu apa deionizata.



G) Determinarea antigenul carbohidrat (CA) 72-4 si alfa-fetoproteinei in probe

biologice utilizand metoda stocastica

Rata ridicatd a mortalitatii cauzate de cancerul gastric se datoreaza depistarii sale tarzii si
rezectiei chirurgicale in stadii avansate ale bolii. Markerii tumorali pot fi utilizati clinic pentru
monitorizarea recidivei tumorale si pot fi folositi ca factori de prognostic, deoarece s-au observat
niveluri mai ridicate in cazul bolii avansate. Pentru cancerul gastric, CA 72-4 a fost markerul care a
prezentat cea mai mare sensibilitate. Cancerul gastric care produce alfafetoproteind a fost asociat cu un
prognostic slab din cauza activitatii proliferative ridicate, apoptozei slabe si neovascularizarii bogate,
in comparatie cu cea a cancerelor gastrice AFP-negative. Aceste caracteristici biologice ale cancerului
gastric producator de AFP reflectd comportamentul agresiv al tumorii i prognosticul slab al pacientilor
cu acest tip de cancer.

Sinteza nanoparticulelor Pd-Ni-rGO

Pentru a obtine compozitul dorit, s-a preparat o solutie prin dizolvarea de oxid de grafena in apa
deionizata. Solutia a fost apoi supusa incalzirii intr-0 baie cu ultrasunete la o temperatura crescuta, timp
de 1 ora, pana la obtinerea unei dizolvari totale. Solutia rezultata a fost apoi introdusa in vasul de reactie.
Configuratia experimentala a inclus utilizarea unui balon cu trei gaturi pozitionat pe o placa de agitare,
care functioneaza intr-un mediu reducator obtinut prin introducerea hidrogenului gazos. Solutia care
continea precursorii metalici, a fost introdusa cu grija si treptat in solutia de grafend din interiorul
vasului de reactie. Reducerea precursorilor metalici si a GO a fost realizatd cu succes prin introducerea
de borohidridd de sodiu in solutia incalzitad. Reactia a fost mentinutd timp de 6 ore la temperatura
crescuta in prezenta unui mediu de hidrogen pand cand precursorul metalic si GO au fost complet
reduse. Dupa racirea amestecului de reactie, s-a addugat etanol si, ulterior, amestecul a fost mentinut la
o temperatura joasa timp de 12 ore. Materialele compozite au fost supuse unei centrifugari, urmata de
un proces de uscare. Ulterior, materialele au fost supuse calcindrii.

Fabricarea senzorului de arginina

Electrodul screen-printed nemodificat a fost supus unui proces de curdtare cu apa deionizata si apoi a
fost activat folosind tehnica de voltametrie ciclica (CV) intr-o solutie de HSOs. O dispersie omogena
de nanoparticule binare a fost generata prin dizolvarea mai intai de nanoparticule sintetizate in apa
deionizata. Solutia a fost apoi supusa sonicarii pentru o. Ulterior, SPCE a fost modificat prin adaugarea
de nanoparticule binare. Aceasta a fost apoi lasata sa se usuce la temperatura camerei timp de o ora.
Senzorul a fost fabricat prin polimerizarea electrochimica a argininei. Dupa fabricarea lor, toti electrozii
modificati au fost pastrati in conditii ambientale.



Toate obiectivele care au fost planificate pentru a doua etapa a proiectului au fost
realizate si Tndeplinite. S-au implementat cu succes alegerea matricilor, a modificatorilor, au
fost efectuate morfologiile suprafetelor active ale senzorilor stocastici, pentru a se demonstra
modificarea cu succes a pastelor pe baza de carbon. Modificatorii au fost alesi astfel incat
conductivitatea senzorilor sa fie crescuta. Matricile senzorilor pot oferi structuri stabile pentru
canalele/porii modificatorului, in timp ce oleamidele, B-ciclodextrina, clorura de 2,3,7,8,12,13,17,18-
octaetil-21H,23H-porfina mangan (IIT), a-ciclodextrina, C4-tetrol si nanoparticule Pd-Ni-rGO, utilizate
pentru modificarea matricelor a furnizat canalele/porii necesari pentru dezvoltarea semnalului stocastic.
Domeniile largi de concentratie, limitele scazute de determinare si posibilitatea determinarii simultane
a CA 72-4, CA 19-9, CEA, CA 125, HER3, HER4, catepsinei B, a catepsinei D, p53 si maspinului
au facut posibila utilizarea microsenzorilor stocastici pentru testele de screening ale sangelui integral,
saliva, urina si tesuturile tumorale. Au fost determinate corelatii foarte bune intre rezultate obtinute din
probele de sange, saliva, urina si tesut tumoral, provenite de la pacientii cu cancer gastric. S-au efectuat
studii de reproductibilitate, stabilitate si selectivitate dovedind faptul ca senzorii stocastici propusi pot
fi utilizati cu succes pentru testarea biomarkerilor specifici cancerului gastric, in probe biologice.

Trei lucrari au fost publicate in reviste ISI, a patra lucrare a fost acceptata, iar alte doua lucrari
au fost trimise la reviste ISI si sunt in curs de evaluare. Un capitol de carte, ce are la baza
rezultate pe baza utilizarii grafenei, a fost publicat la nivel international. Rezultate obtinute in
aceasta etapa au fost prezentate in cadrul a doua conferinte, o conferinta internationala si o
conferinta nationala.

Diseminare
Capitole de carti

Capitolul 16. Nanocompozite pe baza de grafena pentru detectarea hormonilor, in Detectarea la
diagnosticare a senzorilor de nanocompozit pe baza de grafen, R. llie-Mihai, D. Gheorghe, and R.
Stefan-van Staden, ed. S. K. Swain and S. Patra, Royal Society of Chemistry, 2023, vol. 60, ch.16, pp.
457-488, Hardback ISBN: 978-1-83767-067-3, PDF ISBN: 978-1-83767-184-7.

Articole publicate in reviste de specialitate de circulatie internationala

1. Alexandru-Adrian Bratei, Raluca-loana Stefan-van Staden, Ruxandra-Maria llie-Mihai, Damaris-
Cristina Gheorghe, Simultaneous Assay of CA 72-4, CA 19-9, CEA and CA 125 in Biological Samples
Using Needle Three-Dimensional Stochastic Microsensors, Sensors, 23, 8046, doi: 10.3390/s23198046,
2023, elSSN 1424-8220.

2. Alexandru-Adrian Bratei, Raluca-loana Stefan-van Staden, Ruxandra-Maria llie-Mihai, Damaris-
Cristina Gheorghe, Molecular Differentiation of Cathepsins B and D, and of p53 Protein, and their
Quantitative Assay in Biological Samples, J. Electrochem. Soc. 170 097503, DOI110.1149/1945-
7111/acf622, 2023.

3. Damaris-Cristina Gheorghe, Raluca-loana Stefan-Van Staden, Ruxandra-Maria llie-Mihai
(Corresponding Author), Paula Sfirloaga, Nanoplatform-based analysis for the detection of HER3 and
HERA4 for gastric cancer diagnosis, Nanotechnology, 34, 345101, DOI: 10.1088/1361-6528/acd9d3,
2023.

4. Alexandru-Adrian Bratei, Raluca-loana Stefan-van Staden, Ruxandra-Maria llie-Mihai
(Corresponding Author), Electroanalysis of maspin in whole blood, U.P.B. Sci. Bull., Series B, 2023,
Accepted.

Alte doua lucréri au fost trimise la reviste ISI si sunt in curs de evaluare.



Participarea la conferinte

1. Ruxandra-Maria llie-Mihai, Raluca-loana Stefan-van Staden, Alexandru Adrian Bratei, Damaris-
Cristina Gheorghe, Stochastic sensors as new tools for the assay of CA72-4, CA19-9, CA12-5 and CEA
in biological samples, Transnational Multiplier event of REALME project - A Mixed Reality E-
Learning Platform Dedicated for Medical Engineering, 18 — 19 OCTOBER 2023, National University
of Science and Technology POLITEHNICA Bucharest.

2. Ruxandra-Maria llie-Mihai, Raluca-loana Stefan-van Staden, Alexandru Adrian Bratei, Damaris-
Cristina Gheorghe, Stochastic sensors as new tools for the assay of CA72-4, CA19-9, CA12-5 and CEA
in biological samples, Euroanalysis XXI, Geneva, Switzerland, 27-31 August, 2023.

3. Catalina Cioates Negut, Raluca loana Stefan van Staden, Ruxandra Maria llie Mihai, Maria Coros,
3D stochastic microsensor based on graphene for the simultaneous determination of p53, HER-3, and
HER-4, Euroanalysis XXI, Geneva, Switzerland, 27-31 August, 2023.

4. Catalina Cioates Negut, Raluca loana Stefan van Staden, Ruxandra Maria llie Mihai, Maria Coros,
3D stochastic microsensor based on graphene for the simultaneous determination of p53, HER-3, and
HER-4, Transnational Multiplier event of REALME project - A Mixed Reality E-Learning Platform
Dedicated for Medical Engineering, 18 — 19 OCTOBER 2023, National University of Science and
Technology POLITEHNICA Bucharest.

Rezumat al progreselor inregistrate

Livrabilele asociate fiecarui pachet de lucru au fost indeplinite. Selectarea si caracterizarea materialelor
si matricelor nanostructurilor active pentru proiectarea senzorilor stocastici combinati, au fost efectuate.
Caracterizarea morfologica a materialelor nanostructurate selectate a fost efectuata cu ajutorul SEM.
Au fost determinate: proiectarea si evaluarea senzorilor stocastici combinati, determinarea
caracteristicilor de raspuns pentru fiecare dintre biomarkerii selectati si testele de recuperare a fiecarui
biomarker in amestecuri sintetice si in fluide biologice, precum si cantititile de biomarkeri propusi.
Articolele ce contin rezultatele obtinute, au fost scrise impreuna cu echipa si trimise (si unele acceptate)
in reviste cu factor de impact ridicat. Diseminarea rezultatelor obtinute in aceasta etapa au fost
prezentate la conferinte internationale si nationale. Site-ul www.screentdia.ro a fost actualizat cu
informatii si rezultate obtinute in cadrul proiectului.

Rezumat Executiv

In aceasta etapa a proiectului, s-au obtinut rezultate foarte bune, care au condus la indeplinirea
livrabilelor si indicatorilor de rezultat. Pentru a demonstra ca pastele pe baza de carbon pot fi modificate
eficient, morfologiile suprafetei active ale senzorilor stocastici, alegerile matricei si modificatorii au
fost toate executate cu succes. Modificatorii au fost alesi cu scopul de a face senzorii mai conductivi.
S-au obtinut domeniile largi de concentratie, limitele scazute de determinare atunci cand s-au utilizati
senzorii propusi. Au fost analizate probe de sange, saliva, urina si tesut tumoral de la persoane cu cancer
de stomac, iar rezultatele s-au dovedit a avea corelatii foarte bune intre ele. Pe langa afisarea
caracteristicilor raspunsului, sunt prezentate si exemple de diagrame tipice care au fost obtinute prin
utilizarea metodei stocastice.Pentru a demonstra ca senzorii stocastici sugerati sunt capabili sd evalueze
eficient biomarkerii specifici cancerului de stomac in probe biologice, au fost efectuate teste pentru a
investiga reproductibilitatea, stabilitatea si selectivitatea acestora. Au fost programate intalniri cu echipa
Tn mod regulat pentru a monitoriza progresul etapei, si a determina problemele care trebuiau rezolvate.
Integrarea cercetatorilor tineri in echipa s-a realizat treptat si li sa oferit asistenta pentru fiecare etapa a
proiectului. Diseminarea rezultatelor obtinute s-a realizat prin publicarea unor articole n reviste ISl
care au avut un factor de impact ridicat, precum si prin prezentarea datelor la conferinte atét nationale,
cat si internationale.



Referinte

Y. Yao, Y. Ding, Y. Bai, Q. Zhou, H. Lee, X. Li, and L. Teng, Front Genet, 11, 591515 (2021).

M. Tsujiura, D. Ichikawa, H. Konishi, S. Komatsu, A. Shiozaki, and E. Otsuji, World J
Gastroenterol, 20, 3265 (2014).

V. Turk, V. Stoka, O. Vasiljeva, M. Renko, T. Sun, B. Turk, and D. Turk, Biochim. Biophys. Acta,
1824, 68 (2012).

Arteaga C L and Engelman J A 2014 Cancer Cell 25 282

Hynes N E and Lane H A 2005 Nat. Rev. Cancer 5 341

Li Q, Zhang R, Yan H, Zhao P, Wu L, Wang H, Li T and Cao B 2017 Oncotarget 8 67140
Vivanco | and Sawyers C L 2002 Nat. Rev. Cancer 2 489

Wu X, Chen Y, Li G, Xia L, Gu R, Wen X, Ming X and Chen H 2014 Med. Oncol. 31 903

He X X, Ding L, Lin Y, Shu M, Wen J M and Xue L 2015, J. Clin. Pathol. 68 374

Stefan-Van Staden R I, Negut C C and Sfirloaga P 2023, J. Electrochem. Soc. 170 037503

Zheng, T.H.; Zhao, J.L.; Guleng, B. Advances in molecular biomarkers for gastric cancer. Crit. Rev.
Eukaryot. Gene Expr. 2015, 25, 299-305.

Matsuoka, T.; Yashiro, M. Biomarkers of gastric cancer: Current topics and future perspective.
World J. Gastroenterol. 2018, 24, 2818-2832.

Guo, L.; Wang, Q.; Chen, K.; Liu, H.P.; Chen, X. Prognostic value of combination of inflammatory
and tumor markers in respectable gastric cancer. J. Gastrointest. Surg. 2021, 25, 2470-2483.
Zhang, Z.G.; Xu, L.; Zhang, P.J.; Han, L. Evaluation of the value of multiparameter combined
analysis of serum markers in the early diagnosis of gastric cancer. World J. Gastrointest. Oncol.
2020, 12, 483-491.

S. Tang, Z. Ling, J. Jiang, X. Gu, Y. Leng, C. Wei, H. Cheng, X. Li, “Integrating the tumor-
suppressive activity of maspin with p53 in returning the epithelial homeostasis: a working hypothesis
and applicable prospects”, Front.Oncol., vol. 12, 2022, 1037794

A.A. Bratei, R.I. Stefan-van Staden, “Minim invasive and fast diagnosis of gastric cancer based on
correlations between maspin concentration levels in different biological samples and pathological
features in gastric cancer patients”, Diagnostics, vol. 13, 2023, 1857

D.B. Hibbert, E.H. Korte, U. Ornemark, “ITUPAC Recommendations. Metrological and quality
concepts in analytical chemistry (IUPAC Recommendations 2021)”, Pure Appl. Chem., vol. 93,
2021, pp. 997-1048.

Director de proiect



