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INTRODUCERE

Medicina moderna se concentreaza din ce in ce mai mult pe dezvoltarea unor metode de
diagnostic precoce, precise si minim invazive. Tehnicile traditionale de diagnostic,
precum biopsiile de tesut si metodele imagistice, raman utilizate pe scara larga, insa sunt
adesea invazive si prezinta limitari In ceea ce priveste surprinnderea modificarilor
moleculare dinamice. In consecints, abordarile bazate pe biopsia lichida, care utilizeaza
biofluide usor accesibile, precum sangele sau urina, au castigat un interes deosebit in
ultimii ani.

Una dintre tehnicile utilizate in biopsia lichidd este spectroscopia Raman cu amplificare
de suprafata (Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS), care ofera o sensibilitate
moleculara ridicata si poate fi aplicatd cu eficienta in analiza probelor biologice [1-6].
SERS detecteaza amprentele vibrationale moleculare prin interactiunea dintre molecule
si nanostructurile plasmonice, permitand analiza biofluidelor cu o sensibilitate foarte
ridicatd. In cazul SERS label-free (firi markeri), spectrele obtinute reflectd insa
comportamentul combinat de adsorbtie al mai multor biomolecule, si nu semnatura unor
biomarkeri individuali. Metabolitii purinici, precum acidul uric, hipoxantina si xantina,
domina profilurile SERS si pot fi asociati cu diverse afectiuni, inclusiv cancerul, bolile

inflamatorii si afectiunile cardiovasculare [1-6].

In pofida potentialului siu, implementarea clinici a tehnicii SERS este inci limitata de
variabilitatea experimentald, lipsa standardizarii si dificultdtile asociate interpretarii
spectrelor biologice complexe. Depasirea acestor limitdri necesitd optimizarea
protocoalelor experimentale, utilizarea unor metode avansate de analizd a datelor si

validarea rezultatelor in cadrul unor studii desfasurate in multiple contexte clinice.

In acest context, prezenta teza de doctorat se situeaza la intersectia dintre dezvoltarea

metodologicd fundamentald a tehnicii SERS si aplicatiile sale clinice. Prin combinarea
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unui design experimental riguros, a instrumentatiei Raman portabile si a metodelor de
analizd multivariatd a datelor, obiectivul principal al acestei teze este evaluarea si
dezvoltarea label-free SERS ca metoda analiticd neinvaziva pentru aplicatii de biopsie

lichida in domeniul clinic.

1. SPECTROSCOPIA RAMAN CU AMPLIFICARE DE
SUPRAFATA (SERS)

Capitolul 1 prezinta fundamentele teoretice ale spectroscopiei Raman si ale
spectroscopiei Raman cu amplificare de suprafatd (SERS). Spectroscopia Raman este o
tehnica spectroscopica vibrationala bazata pe imprastierea inelasticd a luminii de catre
molecule, care furnizeaza informatii moleculare cu o pregatire minima a probelor. Efectul
Raman apare ca urmare a modificdrii polarizabilitatii moleculare in timpul vibratiilor si

include procesele de imprastiere Rayleigh, Stokes si anti-Stokes [7, 8].

Cu toate acestea, intrucat doar o proportie redusa a fotonilor este imprastiatd Raman,
sensibilitatea spectroscopiei Raman conventionale este limitatd [9]. Prin urmare, sunt

necesare strategii de amplificare a semnalului pentru cresterea sensibilitatii de detectie.

In acest scop, s-a dezvoltat spectroscopia SERS, una dintre cele mai eficiente tehnici de
amplificare a semnalului Raman, cu un factor de amplificare de pana la 10 si permitand
detectia la nivel de molecula unica [1-6]. Fenomenul SERS a fost observat pentru prima
data de Fleischmann et al. in anul 1974, utilizand piridina adsorbita pe electrozi rugosi
din argint [10]. Ulterior, mecanismul de amplificare a fost confirmat independent de
Jeanmaire si Van Duyne [11] precum si de Creighton et al. [12]. De atunci, SERS a devenit
un domeniu de cercetare de interes major, amplificarea semnalului fiind atribuitd, in
general, actiunii complementare a doua mecanisme principale: amplificarea

electromagnetica si amplificarea chimica [13].
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Mecanismul de amplificare electromagnetica are la baza rezonantele plasmonice de
suprafatd localizate, generate pe nanostructuri metalice, de reguld nanoparticule din
metale nobile [14, 15]. Atunci cand lumina incidenta interactioneaza cu electronii cvasi-
liberi de la suprafata metalului, sunt induse oscilatii colective ale acestora, care conduc la
aparitia unor campuri electromagnetice locale puternic amplificate In vecinatatea
suprafetei nanoparticulei. Intensitatea acestor campuri depinde de dimensiunea
nanoparticulelor, de proprietatile dielectrice ale materialului si de distanta dintre
moleculd si suprafata metalicd [16]. Moleculele aflate In imediata apropiere a
nanostructurii sunt supuse acestui camp electromagnetic intensificat, ceea ce determina

o crestere semnificativa a intensitatii semnalului Raman.

Pe de altd parte, mecanismul de amplificare chimica se bazeaza pe procese de transfer
de sarcind intre molecula adsorbitd si substratul metalic [13, 17]. Adsorbtia poate avea loc
prin interactiuni slabe de tip fizisorbtie sau prin procese de chimisorbtie, mai puternice,
care implica hibridizarea orbitalilor si formarea unor complexe metal-molecula [18].
Amplificarea chimicd este asociata cu tranzitii electronice rezonante in cadrul acestor
complexe, in special intre orbitalii HOMO si LUMO, ceea ce conduce la amplificarea
selectiva a anumitor moduri vibrationale [19]. Moleculele care prezintd o afinitate ridicata
pentru suprafetele metalice, cum sunt compusii ce contin gruparea tiol, adsorb cu

usurinta pe substrat si contribuie semnificativ la intensificarea efectului SERS [20].

Nici mecanismul de amplificare electromagnetica, nici cel de amplificare chimica nu pot
explica in mod individual fenomenul SERS. In consecints, efectul SERS este in prezent
interpretat ca rezultatul actiunii sinergice a celor doud mecanisme. Amplificarea chimica
explica necesitatea adsorbtiei moleculelor pe suprafata metalica, iar amplificarea
electromagnetica este responsabild de cresterea semnificativa a intensitatii semnalului

Raman.
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2. SERS IN MEDICINA

Capitolul 2 prezintd aplicatiile spectroscopiei Raman cu amplificare de suprafata (SERS)
in cercetarea biomedicald, cu accent pe utilizarea acesteia ca platforma de biopsie lichida
tara markeri (label-free). Datoritd sensibilitatii ridicate, achizitiei rapide a spectrelor,
limitelor scazute de detectie, compatibilitatii cu biofluidele si necesitatii unei prelucrari
minime a probelor, tehnica SERS s-a impus ca o metoda promitatoare pentru diagnosticul

molecular minim invaziv si aplicatiile de tip point-of-care [5, 23].

Spre deosebire de biopsiile de tesut conventionale, biopsia lichida SERS permite analiza
rapida a biofluidelor fara utilizarea markerilor moleculari sau a unor proceduri complexe
de pregatire a probelor, furnizand informatii biochimice relevante direct din compozitia

acestora [24] (Figura 2.1.).

Other (e.g. saliva,
tears, sweat)

Figura 2.1. Reprezentare schematicd a fluxului de lucru al biopsiei lichide SERS,
incluzand etapele de recoltare si preprocesare a probelor, achizitia spectrelor, analiza

datelor si clasificarea probelor.
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In plus, aplicatiile extinse ale spectroscopiei SERS in oncologie [25], bolile infectioase [26],
afectiunile metabolice [27], bolile neurologice [28], si patologii cardiovasculare [29]
demonstreaza versatilitatea acestei tehnici pentru detectarea bolilor, clasificarea acestora

si monitorizarea raspunsului la tratament.

Un aspect central al acestui capitol il constituie interpretarea moleculara a spectrelor
SERS fara markeri ale biofluidelor, bazatd pe selectivitatea moleculard indusa de
suprafatd. Intrucit procesele de adsorbtie la suprafata nanoparticulelor favorizeaza
detectarea anumitor specii moleculare [6, 30], metabolitii purinici (acidul uric,
hipoxantina si xantina), reprezintd principalii contribuitori din spectrele SERS ale
biofluidelor (Figura 2.2.). Acest lucru se datoreaza atat afinitatii lor ridicate pentru

suprafetele metalelor nobile, cat si concentratiilor lor biologice relativ mari [31-33].

Capitolul evidentiaza, de asemenea, faptul ca spectrele SERS label-free ale biofluidelor
reflectd echilibre colective de adsorbtie, si nu prezenta unor biomarkeri individuali [34,
35]. Profilul spectral inregistrat este rezultatul unor procese competitive de adsorbtie,
influentate de compozitia biochimica globald a probei, inclusiv de concentratia
metabolitilor, continutul de proteine, pH-ul si afinitatea moleculelor pentru suprafata
substratului. In consecints, tehnica SERS label-free surprinde modificirile metabolice si
biochimice de ansamblu asociate diferitelor stari patologice, permitand discriminarea

clinica chiar si in absenta unor biomarkeri specifici.

In plus, Capitolul 2 analizeazi aspectele metodologice esentiale pentru implementarea
clinica a tehnicii SERS, inclusiv strategiile de preprocesare a probelor, care imbunatatesc

accesibilitatea analitilor si reproductibilitatea spectrelor [35-41].

10
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Figura 2.2. Spectrele SERS ale serului sanguin deproteinizat, urinei, salivei, lichidului
pleural, lichidului sinovial si lichidului cefalorahidian, precum si ale unui amestec de
metaboliti purinici (10° M), obtinute utilizand nanoparticule coloidale de argint (AgNPs)

sintetizate prin reducere cu clorhidrat de hidroxilamina si excitatie laser la 532 nm. Sunt
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evidentiate benzile spectrale comune tuturor biofluidelor, atribuite metabolitilor purinici.
Simbolul * indica banda Raman a metanolului utilizat in etapa de deproteinizare a

probelor.

In final, capitolul abordeaza principalele limitari care impiedica in prezent transpunerea
clinicA a spectroscopiei SERS, incluzand variabilitatea substraturilor, lipsa unor
protocoale experimentale standardizate, dificultatile asociate interpretdrii spectrelor si
provocarile legate de reproducibilitatea rezultatelor intre diferite laboratoare si cohorte
de pacienti. Aceste aspecte stabilesc cadrul conceptual si metodologic necesar
investigatiilor experimentale prezentate in capitolele urmatoare ale tezei si evidentiaza
importanta optimizarii si a validarii metodelor pentru facilitarea implementarii tehnicii

SERS label-free in practica clinica de rutina si in aplicatiile de diagnostic point-of-care.

3. MATERIALE $I METODE

Acest capitol descrie protocolul experimental general, procedurile de prelucrare a
probelor, parametrii utilizati pentru masuratorile SERS si metodele de analizd a datelor
aplicate in cadrul a trei studii independente privind profilarea label-free a biofluidelor prin
spectroscopia SERS: (i) analiza urinei, (ii) analiza serului si (iii) caracterizarea lichidului
pleural. Aspectele metodologice specifice fiecarui studiu sunt prezentate in subcapitolele

corespunzdtoare din Capitolul 4.

Probele de biofluide, incluzand uring, ser si lichid pleural, au fost recoltate de la pacienti
diagnosticati cu afectiuni maligne si de la grupurile de control corespunzatoare, dupa
obtinerea consimtdmantului informat. Pentru a facilita detectarea metabolitilor prin

spectroscopia SERS, probele de ser si lichid pleural au fost supuse centrifugdarii si

12
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depletiei proteinelor prin precipitare cu metanol, in timp ce probele de urind au fost
analizate in stare nativa. Toate probele preprocesate au fost pastrate la =80 °C pana la

achizitia spectrelor.

Nanoparticulele de argint (AgNDPs), sintetizate prin reducerea nitratului de argint cu
clorhidrat de hidroxilamind, conform metodei Leopold-Lendl [46], au fost utilizate drept

substrat activ SERS in toate experimentele.

Masurdtorile SERS au fost efectuate in mediu clinic, utilizand spectrometre Raman
portabile, echipate cu laser de excitatie la 532 nm. Pentru achizitia spectrelor, probele de
biofluide au fost amestecate cu nanoparticule de argint (AgNPs) si ioni de Ca?* inainte de
a fi depuse pe lamele de microscop acoperite cu folie de aluminiu. Adaugarea ionilor de
Ca?" favorizeaza adsorbtia metabolitilor anionici pe suprafata nanoparticulelor prin

mecanisme descrise anterior [47].

Spectrele au fost inregistrate imediat dupa depunerea amestecurilor, iar pentru fiecare
proba au fost efectuate mai multe achizitii succesive, a caror medie a constituit spectrul

final utilizat in analiza.

Toate spectrele au fost prelucrate utilizand un flux de lucru standardizat in platforma
Quasar-Orange [48, 49]. Etapele de preprocesare au inclus selectarea domeniului spectral

de interes, corectia baseline-ului prin algoritmul rubber-band si normalizarea vectoriala.

Capitolul prezintd, de asemenea, metodele de analizd statistica: analiza componentelor
principale (PCA) a fost utilizatd ca metoda de reducere a dimensionalitatii, pentru
identificarea tendintelor de grupare si evidentierea principalelor surse de variatie din
seturile de date spectrale, iar pentru clasificare au fost folositi algoritmii de machine

learning Logistic Regression (LR) si Random Forest (RF).

13
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4. RESULTATE $I DISCUTII

4.1 Optimizarea metodologiei SERS pentru detectia precoce a cancerului de san pe
baza analizei urinei
Sectiunea 4.1 investigheaza aplicabilitatea spectroscopiei Raman cu amplificare de
suprafatd (SERS) asupra probelor de urind ca metoda de biopsie lichidd neinvaziva
pentru detectia precoce a cancerului de san. Desi analiza SERS a urinei reprezinta o
strategie de diagnostic promitdtoare, datorita caracterului neinvaziv al recoltarii,
necesitatii minime de preprocesare a probelor si sensibilitatii la modificarile metabolice
[50], implementarea sa In practica clinicd este limitata de variabilitatea compozitiei urinei,
in special a pH-ului si a gradului de dilutie, precum si de intelegerea inca incompletd a

contributiei moleculare la spectrele inregistrate [35].

In cadrul acestui studiu au fost analizate probe de urina recoltate de la paciente cu cancer
de san in stadiu incipient — BC (n = 18) si de la subiecti din grupul de control - CTRL (n =
10), in conditii controlate de pH (pH nativ, 5, 7 si 9). Clasificarea probelor a fost realizata

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

Rezultatele studiului indica faptul ca pH-ul urinei influenteaza semnificativ adsorbtia
moleculelor pe suprafata nanoparticulelor de argint si, implicit, moduleaza spectrele
SERS obtinute. La pH-ul nativ al urinei, spectrele au fost dominate de benzile
caracteristice hipoxantinei, in timp ce in conditii alcaline s-a observat o intensificare a
contributiilor acidului uric, hipoxantinei si creatininei (Figura 4.1.). In schimb, benzile
corespunzdtoare xantinei s-au diminuat in mediu alcalin, cel mai probabil ca urmare a
efectelor de adsorbtie competitiva la interfata nanoparticula-solutie. Analiza amestecului
de urina sintetica a confirmat cd aceste variatii spectrale sunt determinate nu numai de
proprietatile de adsorbtie ale metabolitilor individuali, ci si de echilibrele colective de

adsorbtie, dependente de pH si de competitia moleculard pentru suprafata metalica.

14
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Un rezultat important al acestui studiu a fost identificarea benzii creatininei de la 1420
cm™! ca standard intern adecvat pentru normalizarea spectrelor si corectarea variatiilor
determinate de gradul de dilutie al urinei. Deoarece excretia creatininei este relativ
constanta [51], normalizarea spectrelor la aceasta banda a redus variabilitatea spectrala
asociata stdrii de hidratare si diferentelor de concentratie ale urinei, imbunatatind astfel

reproductibilitatea masuratorilor SERS si facilitand interpretarea lor in context clinic.

Examinarea vizuald a spectrelor SERS evidentiaza diferente intre probele BC si cele
CTRL, pentru toate valorile de pH investigate, spectrele inregistrate la pH 9 furnizand
cele mai multe informatii. De asemenea, normalizarea spectrelor SERS utilizand banda
creatininei de la 1420 cm™ a evidentiat diferente semnificative intre grupurile CTRL si
BC. In mod particular, au fost observate variatii ale intensititii benzilor atribuite

hipoxantinei (725 cm™) si acidului uric (889 si 1131 cm™) (Figura 4.3.A).

B

= Control
breast cancer
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Intensity / arb.units
Principal Component 2
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<

Wavenumbers / cm™* Wavenumbers / cm ™

Figura 4.2. (A) Spectrele SERS medii ale grupelor CTRL si BC la pH 9, normalizate
utilizand banda creatininei de la 1420 cm™. (B) Scatter plot-ul corespunzator PC1 si PC2.

(C-D) Loading plot-urile corespunzatoare PC1 (C) si PC2 (D) [35].
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Reprezentarea PCA a evidentiat o grupare nesupravegheata a probelor, separarea dintre
grupuri fiind realizatd predominant de-a lungul PC2 (Figura 4.3.B). Loading plot-ul
corespunzdtor PC2 a indicat o corelatie negativa intre benzile de la 725, 889 si 1131 cm™!
si cele situate la 774, 1080 si 1334 cm™, care nu au putut fi atribuite metabolitilor purinici
investigati in acest studiu, dar au prezentat intensitati mai ridicate in grupul CTRL. In
schimb, benzile asociate acidului uric si xantinei au avut intensitati mai ridicate in grupul

BC, ceea ce sugereaza potentialul acestora ca markeri spectrali cu valoare diagnostica.

Modelul de clasificare LR a obtinut cea mai ridicata acuratete de clasificare pentru
probele de urina ajustate la pH 9 (89.3%), In timp ce spectrele normalizate utilizand banda
creatininei au mentinut o performantd ridicata a clasificarii (85.7%) si au prezentat o

robustete sporita fata de variabilitatea determinata de gradul de dilutie al urinei.

In ansamblu, acest studiu demonstreaz ci standardizarea pH-ului urinar si aplicarea
unei normalizdri bazate pe banda creatininei Imbunatdtesc semnificativ
interpretabilitatea, reproductibilitatea si performanta clasificdrii in analiza SERS a urinei.
Totusi, numdrul redus al probelor reprezinta o limitare a prezentei cercetari, fiind

necesara validarea rezultatelor pe cohorte independente mai extinse.

4.2 Detectarea si evaluarea raspunsului terapeutic in cancerul colorectal

Sectiunea 4.2 investigheaza aplicabilitatea metodei SERS in detectarea cancerului
colorectal si evaluarea rdspunsului la radiochemioterapia (RCT) preoperatorie la
pacientii cu adenocarcinom rectal (READ). Desi imagistica prin rezonanta magnetica
(IRM) este utilizata In mod curent pentru evaluarea raspunsului la tratament Inaintea
interventiei chirurgicale, acuratetea sa diagnosticd ramane limitata si depinde in mare

madsura de interpretarea radiologica [52]. In consecintd, existd un interes tot mai mare
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pentru dezvoltarea unor metode de biopsie lichida neinvazive si obiective, capabile sa

monitorizeze raspunsul la tratament prin analiza profilului metabolic sistemic.

Acest studiu a inclus probe de ser provenite de la pacienti cu adenocarcinom de colon
(COAD, n = 35), adenocarcinom rectal tratat prin RCT (READ, n = 33) si pacienti control
cu patologii benigne (CTRL, n = 31). Dintre pacientii cu READ, 11 au prezentat regresie
tumorald aproape completd dupa RCT (respondenti, R), in timp ce 22 au prezentat boala
reziduala (non-respondenti, NR), conform sistemului Ryan de evaluare a regresiei
tumorale. Masuratorile SERS au fost efectuate utilizand instrumentatie Raman portabila,
iar prelucrarea si interpretarea datelor spectrale a inclus Analiza Componentelor
Principale (PCA) cu modele de invatare automatd supravegheata, incluzand Logistic

Regression (LR) si Random Forest (RF).

Studiul a investigat initial daca prin spectrele SERS ale serului se pot diferentia
respondentii de non-respondenti dupa RCT (Figura 4.6.). Spectrele medii ale probelor
provenite de la respondenti au prezentat intensitdti mai ridicate ale benzilor asociate
acidului uric si hipoxantinei comparativ cu cele ale non-respondentilor, impreuna cu o
banda distinctd la 910 cm™, observata exclusiv la respondenti. Analiza PCA a identificat

diferente intre cele doua grupuri, in principal prin PC5 si PC17.
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Figura 4.3. (A) Spectrele SERS medii ale serului provenit de la pacienti READ care au
prezentat regresie tumorald aproape completd (R) si lipsa raspunsului (NR) la RCT; (B)
Distributia scorurilor pentru PC5 (p = 0,048) si PC17 (p = 0,019) la pacientii R si NR; *
indica diferente semnificative statistic intre grupuri (p < 0,05); (C) Reprezentarea
scorurilor probelor in functie de PC5 si PC17; (D) Loading plot-urile corespunzatoare

componentelor principale PC5 si PC17 [53].

Un al doilea obiectiv al studiului a fost evaluarea masurii in care profilurile metabolice
ale pacientilor READ, dup4d tratament, se aseamana cu cele specifice pacientilor cu cancer
sau cu cele caracteristice indivizilor sanatosi. Avand in vedere ca adenocarcinomul de

colon (COAD) si adenocarcinomul rectal (READ) prezinta caracteristici histologice
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similare, a fost dezvoltat un model de clasificare capabil sa diferentieze probele COAD
de cele control (CTRL), care a fost ulterior aplicat in mod independent grupurilor de
respondenti (R) si non-respondenti (NR). Algoritmii LR si RF au obtinut acurateti de
clasificare de 75%, respectiv 74%, pentru diferentierea probelor COAD de cele CTRL
(Tabelul 4.6.). Atunci cand au fost aplicati probelor READ, algoritmul RF a identificat
86% dintre probele provenite de la non-respondenti (NR) ca fiind asociate cu cancerul, in

concordanta cu rezultatele histopatologice.

Tabelul 4.1. Clasificarea pacientilor cu READ (R si NR la RCT) in grupurile COAD si

CTRL. Matricea de confuzie a clasificatorilor LR si RF.

Logistic Regression Clasa prezisa Random Forest ~ Clasa prezisa
Probe COAD CTRL Probe COAD CTRL
= g = B
K ﬁ R (n=11) 8 3 3 é R(n=11) 7 4
R4 =
NR (n =22) 15 7 NR (n=22) 19 3

In mod neasteptat, majoritatea probelor provenite de la respondenti au fost, de asemenea,
clasificate ca avand un profil asemandtor celui asociat cancerului, in ciuda evidentelor
histopatologice care indicau o regresie tumorala aproape completd. Aceste rezultate
sugereaza persistenta unor modificdri metabolice asociate cancerului chiar si dupa o
regresie tumorala histologica substantiala, sustinand ipoteza existentei unui posibil efect

de ,memorie metabolica” sau a unei semnaturi metabolice reziduale asociate bolii.

Interpretarea spectrelor a indicat ca principalele caracteristici SERS au fost asociate in
principal cu metabolitii purinici, precum acidul uric, hipoxantina si xantina, ale caror

intensitati relative au fost diferite intre grupurile cancer si cel de control. In particular,
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variatiile raportului de intensitate dintre benzile 725 si 740 cm™ (Figura 4.9.) par sa

contribuie la diferentierea profilurilor metabolice asociate cancerului de cele non-

canceroase.
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Figura 4.4. (A) Spectrele SERS medii ale probelor de la pacienti COAD, READ (R si NR)
si CTRL; (B) Proiectia spectrelor SERS ale grupurilor READ (R si NR), COAD si CTRL pe

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

PC2, PC9 si PC12) [53].

In ansamblu, acest studiu demonstreaza potentialul biopsiei lichide bazate pe SERS pe
probe de ser, atat pentru detectarea cancerului colorectal, cat si pentru monitorizarea

raspunsului la tratament. Strategia de clasificare independenta, impreund cu concordanta
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dintre predictiile bazate pe SERS si rezultatele histopatologice, evidentiazd potentialul
SERS ca metoda rapidd, neinvaziva si usor de integrat in practica clinica pentru detectia
si monitorizarea cancerului. Cu toate acestea, dimensiunea relativ redusa a probelor si
complexitatea interpretarii spectrelor SERS obtinute din biofluide reprezinta limitari

importante, fiind necesara validarea pe cohorte independente mai mari.

4.3 Caracterizarea SERS a lichidului pleural

Sectiunea 4.3 exploreaza aplicabilitatea spectroscopiei SERS pentru analiza lichidului
pleural, cu scopul dezvoltarii unei metode rapide si minim invazive pentru caracterizarea
revarsatului pleural (PE). Revarsatul pleural reprezinta complicatii frecvente ale bolilor
pulmonare si sistemice, inclusiv ale afectiunilor maligne, infectioase si cardiace, iar
diagnosticul se bazeazi adesea pe infrastructurd de laborator specializatd. In acest
context, SERS reprezintd o alternativd promitatoare datorita capacitdtii sale de a furniza
rapid informatii metabolice din biofluide complexe, utilizand instrumentatie Raman

portabild [54-56].

Acest studiu pilot a investigat caracterizarea SERS a lichidului pleural, concentrandu-se
in principal pe stabilirea unui protocol de preprocesare practic si reproductibil. Probele
de lichid pleural au fost analizate in trei forme: neprelucrate (bulk), supernatant obtinut
prin centrifugare si supernatant obtinut prin centrifugare si deproteinizare (Figura 4.10.).
Masurdtorile efectuate pe probele bulk si pe cele centrifugate au generat spectre de
calitate redusa, cu un raport semnal-zgomot scizut si informatii metabolice limitate. In
schimb, deproteinizarea pe baza de metanol a imbunatatit semnificativ calitatea spectrala
si raportul semnal-zgomot, demonstrand ca indepartarea proteinelor reprezintd o etapa
esentiald pentru obtinerea unor spectre SERS ale lichidului pleural care sa fie

interpretabile.
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Figura 4.5. (A) Etapele de preprocesare (bulk, supernatant obtinut prin centrifugare si
supernatant obtinut prin centrifugare si deproteinizare) impreuna cu spectrele SERS
medii. (B) Spectrele SERS individuale ale probelor de lichid pleural centrifugate, grupate
in transudate si exsudate. (C) Reprezentare schematica a fluxului experimental utilizat

pentru caracterizarea SERS a lichidului pleural [57].

O analizd comparativa a spectrelor SERS ale lichidului pleural cu cele ale urinei si serului

a ardtat contributii similare intre cele 3 biofluide (Figura 4.11.), benzile spectrale
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dominante provenind de la metabolitii purinici, in special acidul uric (636, 811, 881, 1130

si 1201 cm™).
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Figura 4.6. (A) Spectrele SERS medii al lichidului pleural (albastru), serului deproteinizat
(rosu) si urinei (portocaliu). Banda Raman de la 1010 cm™ din spectrele lichidului pleural
si ale serului (marcata cu *) este atribuitd metanolului utilizat in etapa de deproteinizare
a probelor. Spectrele SERS ale compusilor individuali: (B) acid uric, (C) xantind si (D)
hipoxantind. (E) Spectrul SERS al unui amestec care contine acid uric, xantina si

hipoxantina [57].

In continuare, studiul a urmadrit diferentierea dintre revarsatele pleurale transudate si cele
exudate. Desi ambele grupuri au prezentat profiluri spectrale in mare parte similare, au

fost identificate diferente in intensitatea relativa a benzilor si in reproductibilitatea
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spectrelor. Probele de tip transudat au evidentiat benzi asociate acidului uric mai intense
si mai bine definite, insotite de o variabilitate mai mare intre probe. In schimb, revarsatele

pleurale exudate au prezentat benzi de intensitate crescuta la 725, 740 si 1265 cm™,

precum si o consistenta spectrala superioara.

Analiza componentelor principale (PCA) a sustinut in continuare diferentierea dintre
probele de revdrsat pleural transudate si exudate prin grupare nesupervizata (Figura
4.12). Analiza loading plot-urilor a ardtat ca separarea dintre cele doud grupuri a fost

determinatd in principal de diferentele dintre regiunile spectrale dominate de benzile

acidului uric.
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(negru). (B) Reprezentarea scorurilor probelor de lichid pleural pe PC1 si PC2. Loading
plot-ul pentru PC1 (C) si PC2 (D) [57].

In concluzie, acest studiu propune un protocol pentru analiza SERS a lichidului pleural.
Rezultatele evidentiaza potentialul SERS ca metodd rapida pentru caracterizarea
lichidului pleural, subliniind totodata importanta standardizarii protocolului de
preprocesare, in special a etapei de deproteinizare. Cu toate acestea, dimensiunea relativ
redusa a cohortei si caracterul exploratoriu al studiului impun validarea rezultatelor pe

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

5. FINAL CONCLUSIONS

Capitolul 5 sintetizeaza principalele rezultate obtinute in cadrul acestei teze de doctorat
si evidentiaza versatilitatea si potentialul clinic al spectroscopiei SERS ca metoda de
biopsie lichida label-free. Prin intermediul a trei studii complementare, axate pe analiza
urinei, serului si lichidului pleural, aceasta lucrare aratd ca SERS poate detecta
modificdrile metabolice asociate diferitelor patologii direct din biofluide complexe,

sustinand aplicabilitatea sa Intr-o gama largad de contexte clinice.

Un rezultat important comun tuturor studiilor a fost implementarea cu succes a
instrumentatiei Raman portabile in medii clinice. Acest aspect demonstreaza fezabilitatea
masuratorilor SERS in afara laboratoarelor specializate si sustine potentialul integrarii
acestei tehnici in fluxurile de diagnostic point-of-care. In combinatie cu protocoale
automate de preprocesare si algoritmi de invatare automatd, sistemele SERS portabile pot
reduce dependenta de operatori specializati si pot creste accesibilitatea metodelor

spectroscopice in practica clinica.
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In pofida acestor progrese, teza evidentiazi si o serie de limitiri care impiedics, in
prezent, transpunerea tehnicii SERS in practica clinicd. Interpretarea spectrelor SERS
radmane dificild din cauza suprapunerii contributiilor provenite de la diferiti metaboliti si
a existentei unor benzi spectrale care nu au fost inca atribuite in literatura de specialitate.
In plus, studiile de fatd au fost realizate pe cohorte relativ reduse de pacienti, ceea ce
subliniazda caracterul exploratoriu al cercetarii. Prin urmare, vor fi necesare studii
multicentrice pe loturi mai mari, standardizarea protocoalelor experimentale si validari

suplimentare pentru ca SERS sa devina o tehnica de diagnostic clinic fiabila.
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