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1. Prezentarea generald a obiectivelor ale proiectului, cu punerea in evidenta a rezultatelor si gradul
de realizare a obiectivelor. Prezentarea trebuie sa includa explicatii care sa justifice diferentele
(daca exista) dintre activitatile preconizate si cele realizate.

Principalele obiective ale proiectului sunt:

= |dentificarea de noi materiale si matrici nanostructurate pentru proiectarea de senzori
stocastici, caracterizate complet folosind tehnici AFM, SEM si TEM.

v'  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, XRD si EDX.

= Proiectarea de noi senzori fiabili pentru testarea antigenului carbohidrat (CA 72-4), a alfa-
fetoproteinei, a antigenului carbohidrat (CA 12-5), a factorului de crestere epidermica (EGFR).

v' Senzorii stocastici au fost creati ca senzori combinati constand din senzorul stocastic,
electrodul de referinta (Ag/AgCl) si electrodul auxiliar (fir de Pt).

v/ Compusii activi pentru proiectarea senzorilor stocastici functionali au facut parte din
clasa oleamidelor. Ca materiale matriciale, au fost studiate nanografenele de tip
carbon, nanoparticulele de aur (AuNP) si nanoparticulele de cupru (CuNP). Aceste
materiale au fost alese in principal pe baza capacitatii lor de a mentine o forma stabila
pentru canalele materialelor nanostructurate alese, care sunt utilizate in senzorii
stocastici.

v' Pentru analiza biomarkerior sugerati, senzorii combinati au fost calibrati.
Semnaturile fiecarui biomarker sugerat au fost determinate pentru fiecare senzor
combinat. Acest lucru a facilitat efectuarea unei analize calitative a biomarkerilor in
fluidele biologice, dar si evaluarea parametrilor cantitativi pentru fiecare biomarker,
care includ limita de cuantificare, sensibilitatea si intervalul de concentratie de lucru.

= Validarea metodei si a senzorilor folosind fluide biologice reale (sange integral, saliva, urina si
tesut tumoral) de la pacienti cu cancer gastric confirmat.

v" Validarea senzorilor propusi a fost facuta folosind probe biologice reale (sdnge
integral, saliva, urina si tesut tumoral) de la pacienti confirmati cu cancer gastric.

v' 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.

v' 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

= Diseminarea rezultatelor in reviste ISl cu factor de impact mare, conferinte.

v/ Diseminarea rezultatelor obtinute s-a realizat prin publicarea a 5 articole in reviste

ISI care au un factor de impact ridicat, 2 articole sunt in evaluare, 3 articole sunt



trimise spre publicare, doua capitol de carte publicat in RSC si Springer, precum si
prin prezentarea datelor la conferinte atat nationale, cat si internationale.
= |mplicarea si formarea tinerilor la nivel de doctorat pentru cercetare.
v Integrarea cercetatorilor tineri in echipd s-a realizat treptat si li sa oferit asistenta
pentru fiecare etapa a proiectului.

2. Prezentarea si argumentarea nivelului de maturitate tehnologica (TRL) la finalul proiectului.

Toate obiectivele vizate pentru fiecare etapa a proiectului au fost atinse cu succes. Senzorii
electrochimici ofera o solutie rentabila si portabila pentru diverse aplicatii analitice, oferind capacitati
de detectie atat sensibile, cat si selective. Productia electrodului senzorului, care serveste drept
componenta a traductorului, este o etapa cruciala si solicitanta. Din fericire, exista deja o gama diversa
de materiale inovatoare disponibile care poseda o conductivitate electrica excelenta. Selectia de
materiale pentru modificarea senzorilor include oleamide, ciclodextrine si metale nobile datorita
capacitatii lor de a crea complexe de incluziune, care imbunatitesc detectarea analitilor tinta. in plus,
modificarea electrozilor duce la dezvoltarea unor senzori electrochimici foarte selectivi. Senzorii
stocastici utilizeaza matrici compuse din materiale grafenice datorita capacitatii lor de a oferi o
sensibilitate exceptionald in detectia electrochimica, o rata rapida de transfer de electroni, o rezistenta
minima la transferul de sarcina si o conductivitate electrica si termica remarcabila. Aceste proprietati
sporesc viteza de raspuns si sensibilitatea senzorilor. Pentru a analiza mai multi biomarkeri ai
cancerului gastric, au fost efectuate masuratori preliminare cu ajutorul senzorilor stocastici. S-au
obtinut sensibilitati ridicate si s-au masurat, de asemenea, limite de cuantificare de pana la cateva
fg/mL, cu un interval de concentratie de lucru cuprins intre cateva fg/mL si cateva mg/mL. Atunci cand
s-au observat recuperadri ridicate (peste 98,0 %), senzorii au fost evaluati in continuare pentru patru
tipuri diferite de probe biologice, inclusiv probe de sange integral, saliva, urina si tesuturi. Aceste studii
au dus la o noua era a analizei biomarkerilor cu ajutorul senzorilor stocastici, care pot oferi un raspuns
fiabil atat pentru analiza calitativd, cat si cantitativa a diferitelor probe, demonstrand totodata
eficacitatea utilizarii senzorilor stocastici pentru detectarea cancerului gastric. Am pornit de la un
TRL 2, conceptul tehnologiei fiind cunoscut si aplicatiile formulate si am ajuns TRL 4 in care
instrumentele de screening propuse au fost complet validate in laboratorul de cercetare, utilizand
probe reale: sange, saliva, urina si tesut. Student t-test efectuat in cadrul validarii la nivel de confidenta
de 99%, a demonstrat ca instrumentele propuse pot fi utilizare fiabil la scanarea probelor reale, sange,
saliva, urina si tesut.

3. Gradul de atingere a rezultatelor estimate (prezentarea produsului/tehnologiei sau a serviciului
rezultat al proiectului).

Senzorii stocastici ofera o alternativa viabila la senzorii electrochimici conventionali si la procedurile
cromatografice. Acestia au capacitatea de a determina simultan atat calitatea, cat si cantitatea mai
multor analiti in cadrul unei singure analize. Introducerea acestora ca instrumente in analiza
biomedicala si in nanomedicina are potentialul de a spori limitele de detectie a substantelor chimice
semnificative din punct de vedere biologic, abordand astfel provocarea identificarii timpurii a bolilor.
Acestia pot identifica Tn mod individual analitii dintr-un amestec, luand in considerare factori precum
dimensiunea, geometria, capacitatea de desfasurare (pentru proteine) si viteza analitilor in raport cu
dimensiunea si forma canalului senzorului.



Obiectivul principal al acestui proiect a fost de a avansa in detectia unor noi biomarkeri pentru
cancerul de stomac si de a valida abordarea tehnologiei de laborator prin identificarea biomarkerilor
de cancer gastric in probe biologice. Rezultate asteptate: (1) senzori stocastici combinati conceputi
si complet caracterizati pentru analiza biomedicald; (2) tehnologie validata in laborator, pentru
testarea antigenului carbohidrat (CA) 72-4, alfa-fetoproteinei, antigenului carbohidrat (CA) 12-5,
factorului de crestere epidermica (EGFR) in probe biologice; (3) proiectul va genera o serie de
rezultate de Tnalta calitate care vor fi publicate in reviste internationale de top; (4) formarea de tineri
cercetatori si doctoranzi va fi continuata pe parcursul proiectului. Toate rezultatele estimate dar si
stabilite pentru fiecare etapa a proiectului au fost indeplinite. Selectia matricelor, a modificatorilor si
a morfologiilor stocastice ale suprafetelor active ale senzorilor au fost executate in mod eficient
pentru a demonstra modificarea cu succes a pastelor pe baza de carbon. Modificatorii au fost alesi
pentru a imbunatati conductivitatea senzorilor. Domeniile largi de concentratie, limitele scazute de
determinare si capacitatea de a determina simultan un panel de biomarkeri fac ca senzorii stocastici
sa fie potriviti pentru testele de screening ale sangelui integral, salivei, urinei si tesuturilor
canceroase. Rezultatele probelor de sange, saliva, urina si tesuturi tumorale de la pacienti cu cancer
de stomac au aratat corelatii foarte excelente. S-au efectuat investigatii privind reproductibilitatea,
stabilitatea si selectivitatea pentru a demonstra ca senzorii stocastici propusi pot fi utilizati cu succes
pentru evaluarea biomarkerilor specifici cancerului de stomac in probele biologice si pentru validarea
metodei de screening.

4. Impactul rezultatelor obtinute, cu sublinierea celui mai semnificativ rezultat obtinut.

= Sansele de supravietuire, starea generald de bine si costul tratamentului medical sunt
influentate in mare masura de rapiditatea cu care este diagnosticatda aceasta afectiune.
Reducerea ratelor de mortalitate si imbunatatirea prognosticului general pentru cei afectati
de cancer de stomac depind de identificarea rapida a bolii. Reducerea ratelor de mortalitate
poate fi atribuita, Tn parte, utilizarii sporite a tehnologiilor de screening pentru identificarea
precoce a cancerului gastric.

=  Avantajul utilizarii senzorilor stocastici pentru astfel de masuratori este, in primul rand,
posibilitatea identificarii fiabile a biomarkerilor in fluidele biologice - utilizate asa cum au fost
prelevate de la pacient - si cuantificarea fiabila a acestora pe baza utilizarii ecuatiilor de
calibrare obtinute pentru fiecare analit cu un anumit senzor combinat. De asemenea, senzorii
stocastici pot fi utilizati pentru detectarea mai multor analiti, cu un cost foarte mic per analiza.
Identificarea timpurie a acestei boli specifice are un efect major asupra sanselor de
supravietuire, asupra calitatii generale a vietii si asupra costurilor interventiei medicale.

= S-aidentificat si selectat cele mai eficiente matrici si modificatori pentru proiectarea senzorilor
stocastici. A fost explicata procedura de imobilizare a diversilor modificatori, inclusiv oleamide,
a-CD, porfirine, nanoparticule metalice, nanografit, grafit, grafena, diamant, grafena exfoliata,
nano-grafena, particule sintetizate. A fost definitd metoda de obtinere a grafenei exfoliate, iar
pastele modificate au fost caracterizate prin SEM, XRD si EDX. Senzorii stocastici au fost
dezvoltati, caracterizati si validati Tn scopul identificarii biomarkerilor asociati cancerului
gastric ( Catepsina B, Catepsina D, CEA, CA19-9, p53, CA72-4, CA12-5, HER3, HER4, maspin,
VSIG1, MMP1, MMP2, EGFR, AFP) intr-o varietate de probe biologice. Au fost prezentate
exemple de grafice tipice obtinute prin metoda stocastica, pe langa caracteristicile de raspuns.
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. Metoda cronoamperometricd a fost utilizata pentru a efectua
masuratori stocastice la un potential de 0,125 V pe mai multe dispozitive potentiometrice
(EmStatPico, EmSTAT4S, EMStat4H, software-ul PSTrace) care au fost conectate la un
computer. Saliva, sangele integral, urina si tesuturile tumorale au fost colectate de la persoane
care au fost diagnosticate cu tumori maligne ale stomacului. Proiectul de studiu a primit
aprobarea Comitetului de Etica al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Targu-Mures, cu
numarul de referinta 32647/2018. Toti pacientii implicati in proiectul de cercetare si-au dat
consimtamantul informat.

Utilizarea unei nanoplatforme pe baza de ciclodextrina pentru determinarea HER3 si HER4 in probe
biologice

Deoarece exista putine cunostinte despre relatia dintre HER3 si HER4 si simptomele clinice patologice,
precum si despre rolul pe care HER3 si HER4 il joaca in dezvoltarea cancerului gastric, am decis sa
analizam un grup de doi biomarkeri, HER-3 si HER-4, despre care nu se stie ca sunt specifici pentru
cancerul gastric. Pulberea de nanografena a fost aleasa pentru senzorii stocastici datorita
numeroaselor sale avantaje si a fost modificata ulterior cu a-ciclodextrina (a-CD) pentru a oferi porii
necesari pentru detectia stocasticd. in acest studiu au fost utilizate patru tipuri diferite de probe
biologice de la pacienti care fusesera deja diagnosticati cu cancer gastric.
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Constructia si configurarea nanoplatformei

Etapa de validare a senzorilor a fost realizata prin analiza a patru tipuri diferite de probe biologice.
S-au obtinut diagrame tipice si in fiecare diagrama obtinuta in urma analizei fiecarei probe au fost
observate semnaturile celor doi biomarkeri.

HER3 si HER4: identificare si cuantificare moleculard

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 In diagrame pe baza semnaturilor lor Thainte ca ton sa fie citit si utilizat Tn 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
de mai jos.
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Rezultatele testelor de depistare a HER3 (a) si HER4 (b) in probele de sdange integral si de tesut tumoral (N = 10).

b) HER-4 (pg mL*)

Diferentierea moleculara a catepsinelor B si D si a p53 si determinarea cantitativa a acestora in
probe biologice

Aproximativ 40 de ani de cercetare au fost dedicati intelegerii legaturii dintre catepsine si cresterile
maligne. Distrugerea si modificarea matricei extracelulare (ECM) in micro-mediul tumoral este
accelerata de prezenta mai multor catepsine, care contribuie la dezvoltarea si invazia tumorala.

Desi s-a dovedit ca proteina p53 poate stimula in mod direct scurgerea proteazelor de catepsina din
lizozom, inducand astfel in mod direct moartea celulara, se cunosc foarte putine lucruri despre
parametrii care determina pragul la care lizozomul poate deveni permeabilizat. S-ar parea ca nivelurile
de expresie ale catepsin proteazelor pot juca un rol semnificativ in acest proces.

Au fost alesi doi senzori pe baza de nanopulbere de diamant si grafena pentru analiza catepsinei B,
catepsinei D si p53. Pentru obtinerea unei paste omogene, la 100 mg de pulbere s-a adaugat ulei de
parafind. Tn continuare, pastele de diamant si nanografene au fost modificate cu 100uL de solutie de
clorurd de 2,3,7,8,12,12,17,18 -Octaetil-21H,23H-porfirind de mangan (Il1) (10*M in THF), obtinandu-
se doi senzori, denumiti Mn(OAP)CI/nDP si Mn(OAP)CI/nGR. Fiecare proba de pasta diferitd a fost
plasata in propriul sau tub de plastic care nu conduce electricitatea. S-a folosit un fir de argint pentru
a conecta senzorii cu paste la circuitul exterior al celulei electrochimice.

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 ca materialul este omogen in cazul pastei pe baza de
pulbere de nanodiamant (nDP). Tn cazul utilizarii pastei pe baza de pulbere de nanografene (nGr), se
poate observa ca aceasta contine spatii expandate intre foile de grafena. De asemenea, se observa in
ambele imagini canalele necesare pentru obtinerea semnalului stocastic.



Imagini SEM pentru suprafata activa a (a) Mn(OAP)Cl/nDP si a Mn(OAP)CI/nGr.

Modul stocastic a fost utilizat pentru recunoasterea moleculara si cuantificarea celor trei biomarkeri.

Sangele integral, saliva, urina si tesuturile tumorale de la pacientii confirmati cu cancer gastric au fost

analizate fara nicio prelucrare. Nivelurile celor trei biomarkeri au fost evaluate in probele biologice

folosind ambii microsenzori stocastici.
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Comparatie intre rezultatele obtinute cu cei doi microsenzori stocastici pe bazd de Mn(OAP)Cl/ nDP si

Mn(OAP)Cl/nGr pentru testarea (a) p53, (b) catepsina B si (c) catepsina D, in sdnge integral, tesut, urind si

saliva.

Exista o corelatie foarte buna intre rezultatele obtinute cu ajutorul microsenzorilor stocastici pe baza
de Mn(OAP)CIl/ nDP si Mn(OAP)Cl/nGr. A fost efectuat un test t student la un nivel de confidenta 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 diferenta semnificativa intre rezultatele
obtinute cu ajutorul celor doi microsenzori stocastici pe bazd de Mn(OAP)CI/nDP si Mn(OAP) Cl/nGr
pentru determinarea catepsinei B, a catepsinei D si a p53. in consecintd, microsenzorii stocastici



propusi pot fi validati pentru recunoasterea moleculara, diferentierea si testarea catepsinei B, a
catepsinei D si a p53 in probe de sange integral, saliva, urina si tesuturi tumorale.

Determinarea simultana a CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125 in probe biologice cu ajutorul unui
senzor stocastic 3D de tip ac

S-a propus ca pentru determinarea unui panel de biomarkeri din probe biologice, panel care cuprinde
biomarkeri precum CA72-4, CA12-5, CEA si CA19-9, sa se ia In considerare doi microsenzori stocastici
pe baza de grafena dopata cu sulf si nanostructura de oleamida.

Metodd de obtinere a grafenei exfoliate

Exfolierea tijelor de grafit intr-o solutie care contine sulfat de amoniu 0,05 M, acid boric 0,05 M si
clorura de sodiu 0,05 M a dus la producerea primului esantion de grafena, care a fost denumit EGR-1
(SPEXF91). Exfolierea tijelor de grafit intr-o solutie care contine sulfat de amoniu 0,05 M, acid boric 0,1
M si clorura de sodiu 0,05 M a dus la producerea celui de-al doilea esantion de grafena, care a fost
desemnat cu denumirea EGR-2 (SPEXF96). Celula de exfoliere era formatd, de obicei, din doua tije de
grafit de Tnalta puritate (denumite anod si catod) care erau conectate la mecanismul de exfoliere (un
sistem artizanal care genera impulsuri de curent). intre anod si catod a fost aplicatd o tensiune
constanta de 12 volti timp de aproximativ patru ore, in timp ce celula a fost umpluta cu o solutie de
fiecare electrolit cu un volum de 100 ml. In urma procesului de exfoliere, la baza celulei s-a depus o
pulbere de culoare inchisa. Dupa colectarea pulberii, aceasta a fost curatata cu 8L de apa distilata, iar
apoi s-a folosit ultrasunete pentru a o dispersa in 125mL de apa (30 min). Suspensia inchisa la culoare
a fost filtrata prin hartie cu panglica alba si apoi a fost liofilizata Tnainte de a fi uscata. Acest lucru a fost
facut pentru ca particulele mai mari sa poata fi indepartate.

Prin urmare, pentru proiectarea senzorilor, 43.5 mg de pulbere de EGR-1 (SPEXF91) au fost amestecate
cu ulei de parafind pentru a obtine o pasta, care a fost modificata ulterior cu 50 plL de oleamida N8.
Pentru cel de-al doilea senzor, 24.3mg de pulbere EGR-2 (SPEXF96) a fost combinata cu 25ulL de
oleamida N8 si ulei de parafina. Fiecare pasta diferita a fost apoi plasata intr-un tub care a fost fabricat
dintr-un material care nu era conductiv. n scopul conectirii celor doud paste la circuitul exterior al
celulei electrochimice, a fost utilizat un fir de argint.

Metoda Stocastica

Metoda stocasticad implica efectuarea masuratorilor ton si torf la 0 tensiune constanta (125 mV fata 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. Aceasta valoare
specificd a fost determinata pentru a produce semnaturi lizibile (valori toff) 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 doud semnaturi) au fost utilizate pentru determinarea concentratiei fiecarui biomarker
folosind ecuatia de calibrare 1/ton = a + bXChiomarker, Unde Chiomarker €5te concentratia pentru biomarkerii
determinati (CA 72-4, CA 19-9, CEA si CA 125) folosind microsenzorii stocastici 3D de tip ac propusi.



Caracteristicile de raspuns la performanta ale senzorilor stocastici pentru analiza CA72-4, CA12-5, CEA si CA19-9

Senzori stocastici Domeniu de concentratie de lucru = Ecuatia de calibrare si r*  tofr (5)
CAT72-4**
N8/ EGR-1 (SPEXF91) 0.004 - 4000 1/ton=0.07+1.43x10-5C | 1.0
R=0.9977
N8/ EGR-2 (SPEXF96) 4.00x10-11 - 4000 1/ton=0.04+1.06x10-5C | 1.6
R=0.9923
CA12-5**
N8/ EGR-1 (SPEXF91) 8.37x10-14 — 8374.3 1/ton=0.04+1.9x10-5C 1.2
R=0.9940
N8/ EGR-2 (SPEXF96) 8.30x10-6 — 837.43 1/ton=0.08+9.9187x10-5C = 1.4
R=0.9994
CA19-9**
N8/ EGR-1 (SPEXF91) 2.09x10-13 - 20 1/ton=0.04+5.88x10-3C 14
R=0.99972
N8/ EGR-2 (SPEXF96) 3.28x10-9 - 500 1/ton=0.03+1.82x10-4C 1.8
R=0.9973
N8/ EGR-1 (SPEXF91) 1.28x10-11 -1.00x10-6 1/ton=0.06+0.0924C 1.6
R=0.9946
N8/ EGR-2 (SPEXF96) 4.096x10-15 -2.00x10-7 1/ton=0.03+0.8133C 11
R=0.9861

* <1/ton> =%, **< CA72-4/ CA12-5/ CA19-9> - concentratie = U mL?; ***<CEA> - concentratie = ug mL%, <r> - coeficient de corelatie

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

Domeniile largi de concentratie, limitele scazute 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 dupad 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 semnéturi, 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. Nivelurile celor patru biomarkeri
au fost evaluate in toate cele patru tipuri de fluide biologice (sange integral, saliva, urina si probe de
tesut) cu ambii senzori, iar rezultatele sunt prezentate in figura de mai jos.
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Comparatie intre rezultatele obtinute cu microsenzorii stocastici 3D de tip ac pe baza de NBGr-1 si
NBGr-2 pentru testarea celor patru biomarkeri in probe de (a) saliva, (b) sange integral, (c) urina si (d) tesut
gastric tumoral.

Senzor stocastic bazat pe C4/tetrol pentru determinarea VSIG1 in probe biologice

Datorita exprimarii sale abundente in stomac, VSIG1 a fost studiata pe larg in cancerele gastrice. Mai
mult, reducerea VSIG1 a fost corelata in mod semnificativ cu o supravietuire generala slaba si cu un
rezultat clinic prost, la pacientii cu cancer gastric, sugerand ca VSIG1 poate functiona ca o gena
supresoare de tumori. Cuantificarea VSIG1 in probe reale s-a realizat cu ajutorul senzorului stocastic
C4-tetrol/NS-Gr imprimat 3D si cu senzorului stocastic 2D de unica folosinta C4-tetrol/ Au.

Senzor stocastic portabil bazat pe poliarginina si nanoparticule bimetalice ancorate pe oxid de
grafena redusa pentru determinarea simultana a alfa-fetoproteinei si a CA 72-4

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 reflecta
comportamentul agresiv al tumorii si prognosticul slab al pacientilor cu acest tip de cancer. Prezentul
studiu dezvolta un nou senzor stocastic portabil pe baza a unui electrod de carbon serigrafiat modificat
cu poli-arginina si nanoparticule bimetalice sintetizate. Acest senzor permite detectarea simultana a
AFP si CA 72-4 in diferite probe biologice, cum ar fi sdngele integral, saliva si tesutul tumoral gastric.



Senzori stocastici 2D utilizati la determinarea MMP1 si MMP2 in probe biologice

Nivelurile crescute de MMP au fost asociate in mod constant cu stadii tumorale mai avansate,
invazivitate crescuta si rate de supravietuire generala nefavorabile Tn aproape toate formele de tumori
solide, inclusiv cancerul gastric. Astfel, MMP1 si MMP2 sunt indicatori ai progresiei bolii si au
potentialul de a fi tinte de interventie terapeutica.

Dezvoltarea a trei senzori stocastici bidimensionali pe baza de matase, care au fost modificati cu
heptakis(2,3,4-tri-O-metil)-beta-ciclodextrind, reprezinta aspectul inovator al acestui studiu. Acesti
senzori sunt conceputi pentru a efectua o analiza cantitativa simultana a MMP1 si MMP2 intr-o
varietate de probe biologice, inclusiv urina, saliva, sange integral si tesut tumoral gastric.

Determinarea simultana a HER-1 si CA 125 in probe biologice

Rata ridicata 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. Valorile HER-1 si CA 125 au fost masurate simultan in probe biologice, cum ar fi
saliva, sangele integral si tumorile din tesutul stomacal, utilizdnd senzorul portabil proiectat.
Compararea metodei stocastice din studiul actual cu metodele anterioare de determinare a HER-1 si
CA 125 dezvaluie mai multe beneficii. Aceasta metoda este foarte intuitiva si poate identifica atat HER-
1, cat si CA 125 in acelasi timp, ceea ce nu este posibil cu tehnicile analitice conventionale. Cu toate
acestea, senzorul stocastic s-a comportat mai bine decat studiile anterioare in ceea ce priveste
intervalul sdu de concentratie liniara si limita de cuantificare.

Determinarea simultana a CA12-5, CA72-4, EGFR si AFP in probe biologice utilizand senzori

stocastici 3D

Descoperirea biomarkerilor care pot fi utilizati Tn testele de screening pentru a facilita depistarea
precoce a cancerului este de o importantd capital3. In cazul in care detectarea unui singur biomarker
intr-o proba biologica este insuficienta pentru a identifica un anumit tip de cancer, validitatea testului
de screening va fi alterata de cresterea numarului de biomarkeri care pot fi identificati si cuantificati
cu ajutorul ecranelor. Tehnicile ELISA si de chemiluminescentd utilizate Tn laboratoarele clinice
acreditate sunt limitate la identificarea unui singur biomarker per analiza. Aceste tehnici prezinta mai
multe dezavantaje, inclusiv cerinta ca proba sa fie prelucrata fnainte de masurare si costul exorbitant
per analiza. CA 72-4 este o mucind epiteliala asociatd tumorilor care este exprimatd fin
adenocarcinoame, inclusiv in cancerele gastrice, de colon si de san, dar este prezenta in cantitati mai
mici Tn tesuturile normale. CA 72-4 este asociat cu o sensibilitate si o specificitate ridicata in cazul
tumorilor sistemului digestiv.

n diagnosticul a numeroase carcinoame ale tractului digestiv, CA 125 este o glicoproteind care este
prezenta Tn epiteliul care captuseste cavitatile corpului si este asociatd cu o sensibilitate si o
specificitate ridicate. Tn prezent, existd o lipsa de cercetdri care incorporeaza studii electrochimice in



analiza HER-1 si AFP in probele biologice. Aplicatia potentialda a nanomaterialelor functionale in

detectarea si masurarea analitilor este dezvoltarea de senzori, care si-au demonstrat potentialul ca

fiind candidati promitatori in acest domeniu.

n acest studiu, pudre de grafena, grafit si nano-grafena au fost modificate cu o solutie de oleamid3
N2. Senzorii stocastici au fost utilizati pentru diferentierea si cuantificarea simultana a CA12-5, CA72-
4, EGFR si AFP in sangele integral, saliva, urina si tesutul tumoral. Noutatea acestei lucrari este data de

compozitia partii active a senzorilor stocastici, precum si de utilizarea acestora pentru a diferentia intre
cei patru biomarkeri din probele biologice.

5. Detalii privind exploatarea si diseminarea rezultatelor proiectului.
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Biomarkerii proteici care au legdtura cu cancerul sunt in special asociati cu bolile oncologice.

Existenta lor in fluidele biologice sau in tesuturi poate furniza date vitale pentru programele de

screening clinic si pentru identificarea precoce a cancerului, ceea ce are ca rezultat beneficii

(2-3 paragrafe) a rezultatelor

economice uriase pentru societate si pentru sistemele de sanatate. Prin urmare, necesitatea unor
abordari analitice fiabile pentru identificarea biomarkerilor tumorali in stadiile incipiente ale
carcinogenezei este extrem de semnificativa.

Obiectivul principal al acestui proiect a fost de a identifica noi biomarkeri pentru cancerul de stomac
si de a valida tehnologia la nivel de laborator, din probe biologice. Depistarea precoce a cancerului,
atunci cand exista o probabilitate mai mare de terapie si vindecare, este posibila datorita acestor
indicatori tumorali. Senzorii stocastici oferda o alternativa viabild la senzorii electrochimici
conventionali si la procedurile cromatografice. Acestia au capacitatea de a determina simultan atat
calitatea, cat si cantitatea mai multor analiti in cadrul unei singure analize. Domeniile largi de
concentratie, limitele scazute de determinare si capacitatea de a determina simultan un panel de

biomarkeri fac ca senzorii stocastici sa fie potriviti pentru testele de screening ale probelor biologice.



Rezultatele probelor de sange, saliva, urina si tesuturi tumorale de la pacienti cu cancer de stomac
au aratat corelatii foarte bune fata de metoda clasica. Studiile de reproductibilitate, stabilitate si
selectivitate pentru a demonstra ca senzorii stocastici propusi pot fi utilizati cu succes pentru
evaluarea biomarkerilor specifici cancerului de stomac in probele biologice si pentru validarea

metodei de screening.
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