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INTRODUCERE 

Medicina modernă se concentrează din ce în ce mai mult pe dezvoltarea unor metode de 

diagnostic precoce, precise și minim invazive. Tehnicile tradiționale de diagnostic, 

precum biopsiile de țesut și metodele imagistice, rămân utilizate pe scară largă, însă sunt 

adesea invazive și prezintă limitări în ceea ce privește surprinnderea modificărilor 

moleculare dinamice. În consecință, abordările bazate pe biopsia lichidă, care utilizează 

biofluide ușor accesibile, precum sângele sau urina, au câștigat un interes deosebit în 

ultimii ani. 

Una dintre tehnicile utilizate în biopsia lichidă este spectroscopia Raman cu amplificare 

de suprafață (Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS), care oferă o sensibilitate 

moleculară ridicată și poate fi aplicată cu eficiență în analiza probelor biologice [1-6]. 

SERS detectează amprentele vibraționale moleculare prin interacțiunea dintre molecule 

și nanostructurile plasmonice, permițând analiza biofluidelor cu o sensibilitate foarte 

ridicată. În cazul SERS label-free (fără markeri), spectrele obținute reflectă însă 

comportamentul combinat de adsorbție al mai multor biomolecule, și nu semnătura unor 

biomarkeri individuali. Metaboliții purinici, precum acidul uric, hipoxantina și xantina, 

domină profilurile SERS și pot fi asociați cu diverse afecțiuni, inclusiv cancerul, bolile 

inflamatorii și afecțiunile cardiovasculare [1-6]. 

În pofida potențialului său, implementarea clinică a tehnicii SERS este încă limitată de 

variabilitatea experimentală, lipsa standardizării și dificultățile asociate interpretării 

spectrelor biologice complexe. Depășirea acestor limitări necesită optimizarea 

protocoalelor experimentale, utilizarea unor metode avansate de analiză a datelor și 

validarea rezultatelor în cadrul unor studii desfășurate în multiple contexte clinice. 

În acest context, prezenta teză de doctorat se situează la intersecția dintre dezvoltarea 

metodologică fundamentală a tehnicii SERS și aplicațiile sale clinice. Prin combinarea 



Cozan Ramona-Gabriela                   Biopsia lichidă SERS pentru aplicații clinice 

7 

unui design experimental riguros, a instrumentației Raman portabile și a metodelor de 

analiză multivariată a datelor, obiectivul principal al acestei teze este evaluarea și 

dezvoltarea label-free SERS ca metodă analitică neinvazivă pentru aplicații de biopsie 

lichidă în domeniul clinic. 

1. SPECTROSCOPIA RAMAN CU AMPLIFICARE DE 

SUPRAFAȚĂ (SERS) 

Capitolul 1 prezintă fundamentele teoretice ale spectroscopiei Raman și ale 

spectroscopiei Raman cu amplificare de suprafață (SERS). Spectroscopia Raman este o 

tehnică spectroscopică vibrațională bazată pe împrăștierea inelastică a luminii de către 

molecule, care furnizează informații moleculare cu o pregătire minimă a probelor. Efectul 

Raman apare ca urmare a modificării polarizabilității moleculare în timpul vibrațiilor și 

include procesele de împrăștiere Rayleigh, Stokes și anti-Stokes [7, 8].  

Cu toate acestea, întrucât doar o proporție redusă a fotonilor este împrăștiată Raman, 

sensibilitatea spectroscopiei Raman convenționale este limitată [9]. Prin urmare, sunt 

necesare strategii de amplificare a semnalului pentru creșterea sensibilității de detecție. 

În acest scop, s-a dezvoltat spectroscopia SERS, una dintre cele mai eficiente tehnici de 

amplificare a semnalului Raman, cu un factor de amplificare de până la 1014 și permițând 

detecția la nivel de moleculă unică [1-6]. Fenomenul SERS a fost observat pentru prima 

dată de Fleischmann et al. în anul 1974, utilizând piridină adsorbită pe electrozi rugoși 

din argint [10]. Ulterior, mecanismul de amplificare a fost confirmat independent de 

Jeanmaire și Van Duyne [11] precum și de Creighton et al. [12]. De atunci, SERS a devenit 

un domeniu de cercetare de interes major, amplificarea semnalului fiind atribuită, în 

general, acțiunii complementare a două mecanisme principale: amplificarea 

electromagnetică și amplificarea chimică [13]. 
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Mecanismul de amplificare electromagnetică are la bază rezonanțele plasmonice de 

suprafață localizate, generate pe nanostructuri metalice, de regulă nanoparticule din 

metale nobile [14, 15]. Atunci când lumina incidentă interacționează cu electronii cvasi-

liberi de la suprafața metalului, sunt induse oscilații colective ale acestora, care conduc la 

apariția unor câmpuri electromagnetice locale puternic amplificate în vecinătatea 

suprafeței nanoparticulei. Intensitatea acestor câmpuri depinde de dimensiunea 

nanoparticulelor, de proprietățile dielectrice ale materialului și de distanța dintre 

moleculă și suprafața metalică [16]. Moleculele aflate în imediata apropiere a 

nanostructurii sunt supuse acestui câmp electromagnetic intensificat, ceea ce determină 

o creștere semnificativă a intensității semnalului Raman.  

Pe de altă parte, mecanismul de amplificare chimică se bazează pe procese de transfer 

de sarcină între molecula adsorbită și substratul metalic [13, 17]. Adsorbția poate avea loc 

prin interacțiuni slabe de tip fizisorbție sau prin procese de chimisorbție, mai puternice, 

care implică hibridizarea orbitalilor și formarea unor complexe metal-moleculă [18]. 

Amplificarea chimică este asociată cu tranziții electronice rezonante în cadrul acestor 

complexe, în special între orbitalii HOMO și LUMO, ceea ce conduce la amplificarea 

selectivă a anumitor moduri vibraționale [19]. Moleculele care prezintă o afinitate ridicată 

pentru suprafețele metalice, cum sunt compușii ce conțin gruparea tiol, adsorb cu 

ușurință pe substrat și contribuie semnificativ la intensificarea efectului SERS [20]. 

Nici mecanismul de amplificare electromagnetică, nici cel de amplificare chimică nu pot 

explica în mod individual fenomenul SERS. În consecință, efectul SERS este în prezent 

interpretat ca rezultatul acțiunii sinergice a celor două mecanisme. Amplificarea chimică 

explică necesitatea adsorbției moleculelor pe suprafața metalică, iar amplificarea 

electromagnetică este responsabilă de creșterea semnificativă a intensității semnalului 

Raman. 
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2. SERS ÎN MEDICINĂ 

Capitolul 2 prezintă aplicațiile spectroscopiei Raman cu amplificare de suprafață (SERS) 

în cercetarea biomedicală, cu accent pe utilizarea acesteia ca platformă de biopsie lichidă 

fără markeri (label-free). Datorită sensibilității ridicate, achiziției rapide a spectrelor, 

limitelor scăzute de detecție, compatibilității cu biofluidele și necesității unei prelucrări 

minime a probelor, tehnica SERS s-a impus ca o metodă promițătoare pentru diagnosticul 

molecular minim invaziv și aplicațiile de tip point-of-care [5, 23].  

Spre deosebire de biopsiile de țesut convenționale, biopsia lichidă SERS permite analiza 

rapidă a biofluidelor fără utilizarea markerilor moleculari sau a unor proceduri complexe 

de pregătire a probelor, furnizând informații biochimice relevante direct din compoziția 

acestora [24] (Figura 2.1.).  

 

Figura 2.1. Reprezentare schematică a fluxului de lucru al biopsiei lichide SERS, 

incluzând etapele de recoltare și preprocesare a probelor, achiziția spectrelor, analiza 

datelor și clasificarea probelor. 
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În plus, aplicațiile extinse ale spectroscopiei SERS în oncologie [25], bolile infecțioase [26], 

afecțiunile metabolice [27], bolile neurologice [28], și patologii cardiovasculare [29] 

demonstrează versatilitatea acestei tehnici pentru detectarea bolilor, clasificarea acestora 

și monitorizarea răspunsului la tratament. 

Un aspect central al acestui capitol îl constituie interpretarea moleculară a spectrelor 

SERS fără markeri ale biofluidelor, bazată pe selectivitatea moleculară indusă de 

suprafață. Întrucât procesele de adsorbție la suprafața nanoparticulelor favorizează 

detectarea anumitor specii moleculare [6, 30], metaboliții purinici (acidul uric, 

hipoxantina și xantina), reprezintă principalii contribuitori din spectrele SERS ale 

biofluidelor (Figura 2.2.). Acest lucru se datorează atât afinității lor ridicate pentru 

suprafețele metalelor nobile, cât și concentrațiilor lor biologice relativ mari [31-33].  

Capitolul evidențiază, de asemenea, faptul că spectrele SERS label-free ale biofluidelor 

reflectă echilibre colective de adsorbție, și nu prezența unor biomarkeri individuali [34, 

35]. Profilul spectral înregistrat este rezultatul unor procese competitive de adsorbție, 

influențate de compoziția biochimică globală a probei, inclusiv de concentrația 

metaboliților, conținutul de proteine, pH-ul și afinitatea moleculelor pentru suprafața 

substratului. În consecință, tehnica SERS label-free surprinde modificările metabolice și 

biochimice de ansamblu asociate diferitelor stări patologice, permițând discriminarea 

clinică chiar și în absența unor biomarkeri specifici. 

În plus, Capitolul 2 analizează aspectele metodologice esențiale pentru implementarea 

clinică a tehnicii SERS, inclusiv strategiile de preprocesare a probelor, care îmbunătățesc 

accesibilitatea analiților și reproductibilitatea spectrelor [35-41]. 
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Figura 2.2. Spectrele SERS ale serului sanguin deproteinizat, urinei, salivei, lichidului 

pleural, lichidului sinovial și lichidului cefalorahidian, precum și ale unui amestec de 

metaboliți purinici (10⁻⁵ M), obținute utilizând nanoparticule coloidale de argint (AgNPs) 

sintetizate prin reducere cu clorhidrat de hidroxilamină și excitație laser la 532 nm. Sunt 
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evidențiate benzile spectrale comune tuturor biofluidelor, atribuite metaboliților purinici. 

Simbolul * indică banda Raman a metanolului utilizat în etapa de deproteinizare a 

probelor. 

 

În final, capitolul abordează principalele limitări care împiedică în prezent transpunerea 

clinică a spectroscopiei SERS, incluzând variabilitatea substraturilor, lipsa unor 

protocoale experimentale standardizate, dificultățile asociate interpretării spectrelor și 

provocările legate de reproducibilitatea rezultatelor între diferite laboratoare și cohorte 

de pacienți. Aceste aspecte stabilesc cadrul conceptual și metodologic necesar 

investigațiilor experimentale prezentate în capitolele următoare ale tezei și evidențiază 

importanța optimizării și a validării metodelor pentru facilitarea implementării tehnicii 

SERS label-free în practica clinică de rutină și în aplicațiile de diagnostic point-of-care. 

 

3. MATERIALE ȘI METODE 

Acest capitol descrie protocolul experimental general, procedurile de prelucrare a 

probelor, parametrii utilizați pentru măsurătorile SERS și metodele de analiză a datelor 

aplicate în cadrul a trei studii independente privind profilarea label-free a biofluidelor prin 

spectroscopia SERS: (i) analiza urinei, (ii) analiza serului și (iii) caracterizarea lichidului 

pleural. Aspectele metodologice specifice fiecărui studiu sunt prezentate în subcapitolele 

corespunzătoare din Capitolul 4. 

Probele de biofluide, incluzând urină, ser și lichid pleural, au fost recoltate de la pacienți 

diagnosticați cu afecțiuni maligne și de la grupurile de control corespunzătoare, după 

obținerea consimțământului informat. Pentru a facilita detectarea metaboliților prin 

spectroscopia SERS, probele de ser și lichid pleural au fost supuse centrifugării și 
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depleției proteinelor prin precipitare cu metanol, în timp ce probele de urină au fost 

analizate în stare nativă. Toate probele preprocesate au fost păstrate la −80 °C până la 

achiziția spectrelor. 

Nanoparticulele de argint (AgNPs), sintetizate prin reducerea nitratului de argint cu 

clorhidrat de hidroxilamină, conform metodei Leopold-Lendl [46], au fost utilizate drept 

substrat activ SERS în toate experimentele.  

Măsurătorile SERS au fost efectuate în mediu clinic, utilizând spectrometre Raman 

portabile, echipate cu laser de excitație la 532 nm. Pentru achiziția spectrelor, probele de 

biofluide au fost amestecate cu nanoparticule de argint (AgNPs) și ioni de Ca²⁺ înainte de 

a fi depuse pe lamele de microscop acoperite cu folie de aluminiu. Adăugarea ionilor de 

Ca²⁺ favorizează adsorbția metaboliților anionici pe suprafața nanoparticulelor prin 

mecanisme descrise anterior [47].  

Spectrele au fost înregistrate imediat după depunerea amestecurilor, iar pentru fiecare 

probă au fost efectuate mai multe achiziții succesive, a căror medie a constituit spectrul 

final utilizat în analiză. 

Toate spectrele au fost prelucrate utilizând un flux de lucru standardizat în platforma 

Quasar-Orange [48, 49]. Etapele de preprocesare au inclus selectarea domeniului spectral 

de interes, corecția baseline-ului prin algoritmul rubber-band și normalizarea vectorială. 

Capitolul prezintă, de asemenea, metodele de analiză statistică: analiza componentelor 

principale (PCA) a fost utilizată ca metodă de reducere a dimensionalității, pentru 

identificarea tendințelor de grupare și evidențierea principalelor surse de variație din 

seturile de date spectrale, iar pentru clasificare au fost folosiți algoritmii de machine 

learning Logistic Regression (LR) și Random Forest (RF). 
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4. RESULTATE ȘI DISCUȚII 

4.1 Optimizarea metodologiei SERS pentru detecția precoce a cancerului de sân pe 

baza analizei urinei 

Secțiunea 4.1 investighează aplicabilitatea spectroscopiei Raman cu amplificare de 

suprafață (SERS) asupra probelor de urină ca metodă de biopsie lichidă neinvazivă 

pentru detecția precoce a cancerului de sân. Deși analiza SERS a urinei reprezintă o 

strategie de diagnostic promițătoare, datorită caracterului neinvaziv al recoltării, 

necesității minime de preprocesare a probelor și sensibilității la modificările metabolice 

[50], implementarea sa în practica clinică este limitată de variabilitatea compoziției urinei, 

în special a pH-ului și a gradului de diluție, precum și de înțelegerea încă incompletă a 

contribuției moleculare la spectrele înregistrate [35]. 

În cadrul acestui studiu au fost analizate probe de urină recoltate de la paciente cu cancer 

de sân în stadiu incipient – BC (n = 18) și de la subiecți din grupul de control – CTRL (n = 

10), în condiții controlate de pH (pH nativ, 5, 7 și 9). Clasificarea probelor a fost realizată 

prin Analiza Componentelor Principale (PCA) și Logistic Regression (LR). 

Rezultatele studiului indică faptul că pH-ul urinei influențează semnificativ adsorbția 

moleculelor pe suprafața nanoparticulelor de argint și, implicit, modulează spectrele 

SERS obținute. La pH-ul nativ al urinei, spectrele au fost dominate de benzile 

caracteristice hipoxantinei, în timp ce în condiții alcaline s-a observat o intensificare a 

contribuțiilor acidului uric, hipoxantinei și creatininei (Figura 4.1.). În schimb, benzile 

corespunzătoare xantinei s-au diminuat în mediu alcalin, cel mai probabil ca urmare a 

efectelor de adsorbție competitivă la interfața nanoparticulă-soluție. Analiza amestecului 

de urină sintetică a confirmat că aceste variații spectrale sunt determinate nu numai de 

proprietățile de adsorbție ale metaboliților individuali, ci și de echilibrele colective de 

adsorbție, dependente de pH și de competiția moleculară pentru suprafața metalică. 
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Figura 4.1. (A) Spectrele SERS medii ale probelor de urină provenite de la paciente cu cancer de sân, înregistrate la pH-ul 

nativ (negru) și după ajustarea pH-ului la 5 (portocaliu), 7 (verde) și 9 (albastru). (B) Spectrele SERS ale unui amestec model 

conținând creatinină (10⁻³ M), acid uric (10⁻⁴ M), hipoxantină (10⁻⁵ M) și xantină (10⁻⁵ M), înregistrate în intervalul de pH 5-

9. (C–F) Spectrele SERS ale fiecărui component individual, înregistrate la diferite valori ale pH-ului: (C) hipoxantină, (D) 

xantină, (E) acid uric și (F) creatinină, la pH 5 (portocaliu), pH 6 (verde deschis), pH 7 (verde), pH 8 (verde închis) și pH 9 

(albastru) [35]

  A B C 

D 

E 

F 
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Un rezultat important al acestui studiu a fost identificarea benzii creatininei de la 1420 

cm⁻¹ ca standard intern adecvat pentru normalizarea spectrelor și corectarea variațiilor 

determinate de gradul de diluție al urinei. Deoarece excreția creatininei este relativ 

constantă [51], normalizarea spectrelor la această bandă a redus variabilitatea spectrală 

asociată stării de hidratare și diferențelor de concentrație ale urinei, îmbunătățind astfel 

reproductibilitatea măsurătorilor SERS și facilitând interpretarea lor în context clinic. 

Examinarea vizuală a spectrelor SERS evidențiază diferențe între probele BC și cele 

CTRL, pentru toate valorile de pH investigate, spectrele înregistrate la pH 9 furnizând 

cele mai multe informații. De asemenea, normalizarea spectrelor SERS utilizând banda 

creatininei de la 1420 cm⁻¹ a evidențiat diferențe semnificative între grupurile CTRL și 

BC. În mod particular, au fost observate variații ale intensității benzilor atribuite 

hipoxantinei (725 cm⁻¹) și acidului uric (889 și 1131 cm⁻¹) (Figura 4.3.A). 

 

Figura 4.2. (A) Spectrele SERS medii ale grupelor CTRL și BC la pH 9, normalizate 

utilizând banda creatininei de la 1420 cm⁻¹. (B) Scatter plot-ul corespunzător PC1 și PC2. 

(C–D) Loading plot-urile corespunzătoare PC1 (C) și PC2 (D) [35]. 
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Reprezentarea PCA a evidențiat o grupare nesupravegheată a probelor, separarea dintre 

grupuri fiind realizată predominant de-a lungul PC2 (Figura 4.3.B). Loading plot-ul 

corespunzător PC2 a indicat o corelație negativă între benzile de la 725, 889 și 1131 cm⁻¹ 

și cele  situate la 774, 1080 și 1334 cm⁻¹, care nu au putut fi atribuite metaboliților purinici 

investigați în acest studiu, dar au prezentat intensități mai ridicate în grupul CTRL. În 

schimb, benzile asociate acidului uric și xantinei au avut intensități mai ridicate în grupul 

BC, ceea ce sugerează potențialul acestora ca markeri spectrali cu valoare diagnostică. 

Modelul de clasificare LR a obținut cea mai ridicată acuratețe de clasificare pentru 

probele de urină ajustate la pH 9 (89.3%), în timp ce spectrele normalizate utilizând banda 

creatininei au menținut o performanță ridicată a clasificării (85.7%) și au prezentat o 

robustețe sporită față de variabilitatea determinată de gradul de diluție al urinei. 

În ansamblu, acest studiu demonstrează că standardizarea pH-ului urinar și aplicarea 

unei normalizări bazate pe banda creatininei îmbunătățesc semnificativ 

interpretabilitatea, reproductibilitatea și performanța clasificării în analiza SERS a urinei. 

Totuși, numărul redus al probelor reprezintă o limitare a prezentei cercetări, fiind 

necesară validarea rezultatelor pe cohorte independente mai extinse. 

 

4.2 Detectarea și evaluarea răspunsului terapeutic în cancerul colorectal 

Secțiunea 4.2 investighează aplicabilitatea metodei SERS în detectarea cancerului 

colorectal și evaluarea răspunsului la radiochemioterapia (RCT) preoperatorie la 

pacienții cu adenocarcinom rectal (READ). Deși imagistica prin rezonanță magnetică 

(IRM) este utilizată în mod curent pentru evaluarea răspunsului la tratament înaintea 

intervenției chirurgicale, acuratețea sa diagnostică rămâne limitată și depinde în mare 

măsură de interpretarea radiologică [52]. În consecință, există un interes tot mai mare 



Cozan Ramona-Gabriela                   Biopsia lichidă SERS pentru aplicații clinice 

18 

pentru dezvoltarea unor metode de biopsie lichidă neinvazive și obiective, capabile să 

monitorizeze răspunsul la tratament prin analiza profilului metabolic sistemic. 

Acest studiu a inclus probe de ser provenite de la pacienți cu adenocarcinom de colon 

(COAD, n = 35), adenocarcinom rectal tratat prin RCT (READ, n = 33) și pacienți control 

cu patologii benigne (CTRL, n = 31). Dintre pacienții cu READ, 11 au prezentat regresie 

tumorală aproape completă după RCT (respondenți, R), în timp ce 22 au prezentat boală 

reziduală (non-respondenți, NR), conform sistemului Ryan de evaluare a regresiei 

tumorale. Măsurătorile SERS au fost efectuate utilizând instrumentație Raman portabilă, 

iar prelucrarea și interpretarea datelor spectrale a inclus Analiza Componentelor 

Principale (PCA) cu modele de învățare automată supravegheată, incluzând Logistic 

Regression (LR) și Random Forest (RF). 

Studiul a investigat inițial dacă prin spectrele SERS ale serului se pot diferenția 

respondenții de non-respondenți după RCT (Figura 4.6.). Spectrele medii ale probelor 

provenite de la respondenți au prezentat intensități mai ridicate ale benzilor asociate 

acidului uric și hipoxantinei comparativ cu cele ale non-respondenților, împreună cu o 

bandă distinctă la 910 cm⁻¹, observată exclusiv la respondenți. Analiza PCA a identificat 

diferențe între cele două grupuri, în principal prin PC5 și PC17. 
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Figura 4.3. (A) Spectrele SERS medii ale serului provenit de la pacienți READ care au 

prezentat regresie tumorală aproape completă (R) și lipsa răspunsului (NR) la RCT; (B) 

Distribuția scorurilor pentru PC5 (p = 0,048) și PC17 (p = 0,019) la pacienții R și NR; * 

indică diferențe semnificative statistic între grupuri (p < 0,05); (C) Reprezentarea 

scorurilor probelor în funcție de PC5 și PC17; (D) Loading plot-urile corespunzătoare 

componentelor principale PC5 și PC17 [53]. 

 

Un al doilea obiectiv al studiului a fost evaluarea măsurii în care profilurile metabolice 

ale pacienților READ, după tratament, se aseamănă cu cele specifice pacienților cu cancer 

sau cu cele caracteristice indivizilor sănătoși. Având în vedere că adenocarcinomul de 

colon (COAD) și adenocarcinomul rectal (READ) prezintă caracteristici histologice 
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similare, a fost dezvoltat un model de clasificare capabil să diferențieze probele COAD 

de cele control (CTRL), care a fost ulterior aplicat în mod independent grupurilor de 

respondenți (R) și non-respondenți (NR). Algoritmii LR și RF au obținut acurateți de 

clasificare de 75%, respectiv 74%, pentru diferențierea probelor COAD de cele CTRL 

(Tabelul 4.6.). Atunci când au fost aplicați probelor READ, algoritmul RF a identificat 

86% dintre probele provenite de la non-respondenți (NR) ca fiind asociate cu cancerul, în 

concordanță cu rezultatele histopatologice. 

 

Tabelul 4.1. Clasificarea pacienților cu READ (R și NR la RCT) în grupurile COAD și 

CTRL. Matricea de confuzie a clasificatorilor LR și RF. 

 Logistic Regression Clasa prezisă   Random Forest Clasa prezisă 

R
ea

l 

R
E

A
D

 Probe COAD CTRL  

R
ea

l 

R
E

A
D

 

Probe COAD CTRL 

R (n = 11) 8 3  R (n = 11) 7 4 

NR (n = 22) 15 7  NR (n = 22) 19 3 

 

În mod neașteptat, majoritatea probelor provenite de la respondenți au fost, de asemenea, 

clasificate ca având un profil asemănător celui asociat cancerului, în ciuda evidențelor 

histopatologice care indicau o regresie tumorală aproape completă. Aceste rezultate 

sugerează persistența unor modificări metabolice asociate cancerului chiar și după o 

regresie tumorală histologică substanțială, susținând ipoteza existenței unui posibil efect 

de „memorie metabolică” sau a unei semnături metabolice reziduale asociate bolii. 

Interpretarea spectrelor a indicat că principalele caracteristici SERS au fost asociate în 

principal cu metaboliții purinici, precum acidul uric, hipoxantina și xantina, ale căror 

intensități relative au fost diferite între grupurile cancer și cel de control. În particular, 



Cozan Ramona-Gabriela                   Biopsia lichidă SERS pentru aplicații clinice 

21 

variațiile raportului de intensitate dintre benzile 725 și 740 cm⁻¹ (Figura 4.9.) par să 

contribuie la diferențierea profilurilor metabolice asociate cancerului de cele non-

canceroase.  

 

Figura 4.4. (A) Spectrele SERS medii ale probelor de la pacienți COAD, READ (R și NR) 

și CTRL; (B) Proiecția spectrelor SERS ale grupurilor READ (R și NR), COAD și CTRL pe 

componentele principale semnificative pentru discriminarea dintre COAD și CTRL (PC1, 

PC2, PC9 și PC12) [53]. 

 

În ansamblu, acest studiu demonstrează potențialul biopsiei lichide bazate pe SERS pe 

probe de ser, atât pentru detectarea cancerului colorectal, cât și pentru monitorizarea 

răspunsului la tratament. Strategia de clasificare independentă, împreună cu concordanța 
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dintre predicțiile bazate pe SERS și rezultatele histopatologice, evidențiază potențialul 

SERS ca metodă rapidă, neinvazivă și ușor de integrat în practica clinică pentru detecția 

și monitorizarea cancerului. Cu toate acestea, dimensiunea relativ redusă a probelor și 

complexitatea interpretării spectrelor SERS obținute din biofluide reprezintă limitări 

importante, fiind necesară validarea pe cohorte independente mai mari. 

 

4.3 Caracterizarea SERS a lichidului pleural 

Secțiunea 4.3 explorează aplicabilitatea spectroscopiei SERS pentru analiza lichidului 

pleural, cu scopul dezvoltării unei metode rapide și minim invazive pentru caracterizarea 

revărsatului pleural (PE). Revărsatul pleural reprezintă complicații frecvente ale bolilor 

pulmonare și sistemice, inclusiv ale afecțiunilor maligne, infecțioase și cardiace, iar 

diagnosticul se bazează adesea pe infrastructură de laborator specializată. În acest 

context, SERS reprezintă o alternativă promițătoare datorită capacității sale de a furniza 

rapid informații metabolice din biofluide complexe, utilizând instrumentație Raman 

portabilă [54-56]. 

Acest studiu pilot a investigat caracterizarea SERS a lichidului pleural, concentrându-se 

în principal pe stabilirea unui protocol de preprocesare practic și reproductibil. Probele 

de lichid pleural au fost analizate în trei forme: neprelucrate (bulk), supernatant obținut 

prin centrifugare și supernatant obținut prin centrifugare și deproteinizare (Figura 4.10.). 

Măsurătorile efectuate pe probele bulk și pe cele centrifugate au generat spectre de 

calitate redusă, cu un raport semnal-zgomot scăzut și informații metabolice limitate. În 

schimb, deproteinizarea pe bază de metanol a îmbunătățit semnificativ calitatea spectrală 

și raportul semnal-zgomot, demonstrând că îndepărtarea proteinelor reprezintă o etapă 

esențială pentru obținerea unor spectre SERS ale lichidului pleural care să fie 

interpretabile. 
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Figura 4.5. (A) Etapele de preprocesare (bulk, supernatant obținut prin centrifugare și 

supernatant obținut prin centrifugare și deproteinizare) împreună cu spectrele SERS 

medii. (B) Spectrele SERS individuale ale probelor de lichid pleural centrifugate, grupate 

în transudate și exsudate. (C) Reprezentare schematică a fluxului experimental utilizat 

pentru caracterizarea SERS a lichidului pleural [57]. 

 

O analiză comparativă a spectrelor SERS ale lichidului pleural cu cele ale urinei și serului 

a arătat contribuții similare între cele 3 biofluide (Figura 4.11.), benzile spectrale 
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dominante provenind de la metaboliții purinici, în special acidul uric (636, 811, 881, 1130 

și 1201 cm⁻¹).  

 

Figura 4.6. (A) Spectrele SERS medii al lichidului pleural (albastru), serului deproteinizat 

(roșu) și urinei (portocaliu). Banda Raman de la 1010 cm⁻¹ din spectrele lichidului pleural 

și ale serului (marcată cu *) este atribuită metanolului utilizat în etapa de deproteinizare 

a probelor. Spectrele SERS ale compușilor individuali: (B) acid uric, (C) xantină și (D) 

hipoxantină. (E) Spectrul SERS al unui amestec care conține acid uric, xantină și 

hipoxantină [57]. 

 

În continuare, studiul a urmărit diferențierea dintre revărsatele pleurale transudate și cele 

exudate. Deși ambele grupuri au prezentat profiluri spectrale în mare parte similare, au 

fost identificate diferențe în intensitatea relativă a benzilor și în reproductibilitatea 
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spectrelor. Probele de tip transudat au evidențiat benzi asociate acidului uric mai intense 

și mai bine definite, însoțite de o variabilitate mai mare între probe. În schimb, revărsatele 

pleurale exudate au prezentat benzi de intensitate crescută la 725, 740 și 1265 cm⁻¹, 

precum și o consistență spectrală superioară. 

Analiza componentelor principale (PCA) a susținut în continuare diferențierea dintre 

probele de revărsat pleural transudate și exudate prin grupare nesupervizată (Figura 

4.12). Analiza loading plot-urilor a arătat că separarea dintre cele două grupuri a fost 

determinată în principal de diferențele dintre regiunile spectrale dominate de benzile 

acidului uric. 

 

Figura 4.7. (A) Spectrele SERS medii și deviația standard ale probelor de lichid pleural 

deproteinizat transudate (albastru) și exudate (mov), împreună cu diferențele dintre ele 
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(negru). (B) Reprezentarea scorurilor probelor de lichid pleural pe PC1 și PC2. Loading 

plot-ul pentru PC1 (C) și PC2 (D) [57]. 

 

În concluzie, acest studiu propune un protocol pentru analiza SERS a lichidului pleural. 

Rezultatele evidențiază potențialul SERS ca metodă rapidă pentru caracterizarea 

lichidului pleural, subliniind totodată importanța standardizării protocolului de 

preprocesare, în special a etapei de deproteinizare. Cu toate acestea, dimensiunea relativ 

redusă a cohortei și caracterul exploratoriu al studiului impun validarea rezultatelor pe 

loturi mai mari și mai diverse din punct de vedere clinic. 

5. FINAL CONCLUSIONS 

Capitolul 5 sintetizează principalele rezultate obținute în cadrul acestei teze de doctorat 

și evidențiază versatilitatea și potențialul clinic al spectroscopiei SERS ca metodă de 

biopsie lichidă label-free. Prin intermediul a trei studii complementare, axate pe analiza 

urinei, serului și lichidului pleural, această lucrare arată că SERS poate detecta 

modificările metabolice asociate diferitelor patologii direct din biofluide complexe, 

susținând aplicabilitatea sa într-o gamă largă de contexte clinice. 

Un rezultat important comun tuturor studiilor a fost implementarea cu succes a 

instrumentației Raman portabile în medii clinice. Acest aspect demonstrează fezabilitatea 

măsurătorilor SERS în afara laboratoarelor specializate și susține potențialul integrării 

acestei tehnici în fluxurile de diagnostic point-of-care. În combinație cu protocoale 

automate de preprocesare și algoritmi de învățare automată, sistemele SERS portabile pot 

reduce dependența de operatori specializați și pot crește accesibilitatea metodelor 

spectroscopice în practica clinică. 
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În pofida acestor progrese, teza evidențiază și o serie de limitări care împiedică, în 

prezent, transpunerea tehnicii SERS în practica clinică. Interpretarea spectrelor SERS 

rămâne dificilă din cauza suprapunerii contribuțiilor provenite de la diferiți metaboliți și 

a existenței unor benzi spectrale care nu au fost încă atribuite în literatura de specialitate. 

În plus, studiile de față au fost realizate pe cohorte relativ reduse de pacienți, ceea ce 

subliniază caracterul exploratoriu al cercetării. Prin urmare, vor fi necesare studii 

multicentrice pe loturi mai mari, standardizarea protocoalelor experimentale și validări 

suplimentare pentru ca SERS să devină o tehnică de diagnostic clinic fiabilă. 
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