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(57) Rezumat:

Inventia se refera la o0 metoda de analiza multivarianta
a semnalelor SERS (Spectroscopie Raman Amplificata
de Suprafata) ale plasmei sanguine, utilizata in spectro-
scopia clinicé a lichidelor biologice pentru detectia unor
boli. Metoda, conform inventiei, consta in etapele de:
filtrare centrifugala cu filtre de 3 kDa a probelor de
plasma sanguind provenitd de la pacienti cu cancer
mamar, Tnregistrarea spectrelor SERS ale probelor de
plasma sanguina filtrate si nefiltrate, prin iradiere, pe un
substrat SERS solid, combinarea/fuzionarea semnalelor
SERS ale probelor prin translatarea numerelor de unda

ale probelor filtrate cu 1800 cm™' si cocatenarea spec-
trelor probelor nefiltrate cu cele filtrate, pentru evitarea
suprapunerii lor si aplicarea pe spectrele fuzionate a
analizei multivariante discriminante combinata cu anali-
za pe componente principale, care conduce la cresterea
semnificativa a sensibilitétii de detectie a cancerului
mamar.
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METODA DE ANALIZA MULTIVARIATA PE PROBE COMBINATE DE PLASMA
SANGUINA FILTRATA SI NEFILTRATA PRIN SPECTROSCOPIE RAMAN
AMPLIFICATA DE SUPRAFA?A CU APLICATII IN SPECTROSCOPIA CLINICA

Domeniul tehnic de care apartine inventia

Prezenta inventie se referd la o nouda metodd de analiza
multivariatd aplicata asupra datelor spectrale obtinute prin
Spectroscopia Raman Amplificatd de Suprafatd (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy - SERS) prin combinarea obtinute pe probe de
plasmd sanguind filtrate si nefiltrate. Inventia are aplicatii in
spectroscopia clinicd a lichidelor biologice pentru detectia unor

boli.

Stadiul actual
Metodele spectrale de investigare a 1lichidelor Dbiologice
(sdnge, urind, salivd, lacrimi) au cdpdtat o largd dezvoltare 1in

ultimele doud decenii datoritd potentialului imens pe care il ofera

informatiile spectrale in identificarea si cuantificarea
moleculelor din mediile Dbiologice. Spectroscopia vibrationalad
(Infrarosu, Raman si Raman amplificatd de suprafatd - SERS) aduce

informatii legate de modurile de vibratie a moleculelor existente
in speciile chimice, spectrele de vibratie fiind unice pentru
fiecare structurd moleculard. Ele sunt considerate o ,amprenta
moleculara”, fiind extrem de sensibile la modificarea compozitiei
chimice a probei. Spectroscopia Raman Amplificatd de Suprafata sau
SERS este o) tehnica de spectroscopie vibrationald cu o)
sensibilitate extrem de ridicatd (fiind capabila chiar si de
detectie unimoleculara) . Intensitatea semnalului SERS este
influentatd de natura fluidului biologic investigat, de natura

substratului SERS utilizat si de lungimea de undd a radiatiei laser
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utilizate pentru excitare. In aplicatiile medicale ale SERS trebuie
luat in considerare tipul de informatie care se doreste despre
analit si anume detectia ultrasensibild a unui analit si/sau
cuantificarea acestuia. Determinarea directd a analitilor poate fi
efectuatd prin inregistrarea semnalului caracteristic al acelora
care au o afinitate mare fatd de nanoparticule (NP) plasmonice si
care prezintd un semnal SERS specific. Desi, 1in unele cazuri,
simpla prezentd a unel specii chimice intr-un biofluid este o
indicatie a bolii, 1in medicina modernda este esential sa se
realizeze cuantificarea nivelurilor anumitor parametri atat pentru
a asigura un diagnostic adecvat, c&t si pentru a intelege efectul
unui tratament efectuat dupd diagnosticarea bolii. Desi tehnica
SERS poate fi aplicatd cu succes pentru diagnosticul bolilor
degenerative (de exemplu, prezenta proteinelor amiloide in
sindromul Creutzfeldt-Jakob sau in boala Alzheimer), a bolilor
infectioase (de exemplu prezenta virusurilor, a unor bacterii sau a
ciupercilor) sau al bolilor genetice (de exemplu, prezenta
mutatiilor in ADN), punerea in evidentd a stdrilor de malignitate
este complexd, pe de o parte din cauza numdarului mare de molecule
prezente in lichidele biologice si pe de altda parte, a numdrului
mare de vibratii moleculare care sunt inregistrate [1].

In absenta unor biomarkeri specifici pentru a identifica o
maladie malignd (situatie in care identificarea markerului se poate
realiza folosind nanoparticule plasmonice biofunctionalizate avéand
afinitate si specificitate crescute pentru acel biomarker [2]),
tehnica SERS a fost propusd pentru analiza fluidelor biologice in
conjunctie cu analiza statisticd multivariatd. In acest din urmi
caz discriminarea se face prin compararea intensitdtii relative a
diferitelor benzi de vibratie (fdrd a fi necesard o atribuire
concretd a acestor benzi de vibratie unor grupdri functionale sau

unor molecule specifice prezente in proba).
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fn cazul fluidelor biologice, obtinerea de semnale SERS
intense si complexe ca rezultat al interactiunii nanoparticulelor
cu toate tipurile de molecule prezente in fluid este dificila, pe
de o parte din cauza heterogenitdtii compozitiei lor iar, pe de
altd parte, semnalul SERS poate fi diferit chiar pentru aceeasi
probd biologicd in functie de natura substratului SERS utilizat,
precum si de lungimea de undd a radiatiei laser excitatoare.
Experimental s-a observat faptul cd in cazul coloizilor de aur sau
argint, nanoparticulele amestecate <cu lichide Dbiclogice sunt
acoperite de un strat de proteine, numite opsonine, care impiedicd
apropierea de suprafata metalicd a altor molecule si, in acest fel,
conduc la un semnal SERS de intensitate redusd, caracteristic in
principal proteinelor. Din aceastd cauzd metoda SERS a fost putin
aplicatd pe 1lichide Dbiologice, iar aplicatiile relevante au
implicat tehnici destul de complexe de deproteinizare a lichidelor
biclogice (fie prin metode fizice de ultrafiltrare, fie prin metode
chimice de precipitare a proteinelor) [3].

Tehnica SERS aplicatd pe 1lichide biologice combinatd cu
analiza statisticd multivariatd a fost propusd pentru discriminarea
mai multor tipuri de cancere de mai multe grupuri de cercetare, o
trecere in revistd a celor mai recente rezultate pe diferite tipuri
de maladii maligne putdnd fi accesate in referinta [4].

Recent, 1in cadrul grupului nostru de <cercetare a fost
dezvoltat un substrat SERS original, care face obiectul cererii de
brevet de inventie nr. A 2019 00382 din 27.06.2019, inregistrata la
OSIM, pe <care s-au obtinut semnale SERS caracteristice atéat
proteinelor, cat si moleculelor de masd moleculard mai micd. Pe
baza acestul substrat am publicat un studiu preliminar [5] care
demonstreazd discriminarea probelor provenite de la cancerul de sén
in comparatie cu donatorii, care nu necesitd folosirea unei etape

suplimentare de separare a proteinelor.
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Rdspunsul cu valoare de diagnostic al datelor spectrale este
generat de algoritmi de 1invatare automatd, care discrimineaza
diferentele de semndturi SERS care sunt specifice si exclusive
pentru cancer. Succesul in utilizarea tehnicii SERS ca metodd de
diagnostic in cancerul mamar (si nu numai) constd in mare parte in
reglajul fin al tehnicilor de analizd multivariatd care trebuie sa
permita, pe de o parte, discriminarea probelor de la pacientii cu
cancer mamar de cele de la donatorii aparent sandtosi iar, pe de
alta parte, sd discrimineze cancerul mamar de alte forme de cancer
sau de alte boli, acute sau cronice.

In cercetarea medicald, metodele de detectie ale unei maladii

sunt caracterizate de cé&tiva parametri uzuali:
Specificitate = RN/ (RN+FP)
Sensibilitate = RP/ (RP+FN)
Acuratete= (RP+RN) / (RP+RN+FP+FN)

unde

g

Fals Pozitiv

Real Negativ FP

RP = Real Pozitiv FN Fals Negativ

Este evident faptul c& scopul cercetdrii constd in evitarea
cazurilor Fals Negative si Fals Pozitive pentru a maximiza toti
acesti parametri. Din punct de vedere biomedical, cel mai important
este evitarea cazurilor Fals Negative, adicd evitarea incadrarii
unul bolnav in categoria celor sé&ndtosi. Cazurile Fals Pozitive
implicd teste aditionale care pot sd confirme dacd subiectul este

intr-adevdr bolnav sau sdndtos. De aceea, o0 sensibilitate c&t mai
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ridicatd este cel mai reprezentativ parametru in caracterizarea
unei metode de analizd si clasificare a subiectilor.

In articolul mai sus mentionat [5], discriminarea intre
probele provenite de la pacientii diagnosticati cu cancer de sén si
cele provenite de la donatori aparent sdnatosi s-a fdcut cu o
acuratete de 89%, o sensibilitate de 90% si o specificitate de 89%.

Una din cele mai mari critici aduse tehnicilor vibrationale,
atunci cadnd sunt utilizate ca metode de diagnostic este cd ele pot
detecta cancerul bazidndu-se pe raspunsul proteinelor de faza acutsd,
rispuns care este unul nespecific maladiilor maligne. In orice fazi
acutd, fie ea cancercasa sau necancerocasd, creste, de exemplu,
raportul 1intre imunoglobuline si albumind, raport care ar fi de
fapt cel detectat prin tehnicile de spectroscopie vibrationala.

Prin inventia de fatd demonstrdm o noud metoda de analizd
multivariatd a semnalelor SERS ale probelor de plasmd8 sanguind
filtrate (cu ajutorul unor filtre de 3kDa), respectiv nefiltrate.
Metoda se bazeazd pe analiza SERS atdt a componentelor proteice, cu
masd moleculard mare, cidt si a componentelor plasmatice cu masa
moleculard mali micd de 3 kDa. Spectrele sunt inregistrate folosind
un substrat plasmonic original (cerere de brevet de inventie nr. A
2019 00392 din 27.06.2019) wutilizé&nd o radiatie laser de 785 nm
pentru excitare.

Metoda este capabild sd conducd la o crestere semnificativd a
sensibilitdtii de discriminare intre probele de plasmda provenite de
la pacienti cu cancer de san 1in raport cu donatorii aparent
sdndtosi. Discriminarea este determinatd de folosirea combinatiei
obtinute prin combinarea utilizdrii substratului SERS original, a
excitatiei 1la 785 nm si multiplexarea semnalului SERS, prin
fuzionarea spectrelor SERS obtinute pe probele de plasmd filtrate
cu cele nefiltrate. Subliniem faptul ca metoda nu isi propune sa
identifice wun nou marker al cancerului de sadn si ca prin

identificarea acestui markerului se poate discrimina cancerul de
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sdn. Este evident cad probele de plasma provenite de la bolnavii cu
cancer de sin au o compozitie biochimica diferita de cele provenite
de la donatori aparent sandatosi. Originalitatea si utilitatea
inventiei constd in aceastd combinatie a substratului SERS solid,
cu excitarea in infrarosu apropiat si multiplexarea semnalului SERS
prin analiza probelor filtrate si nefiltrate, care poate sa
discrimineze intre cele doud tipuri de probe cu o sensibilitate
semnificativ mai ridicatd deciat metodele traditionale.

Demonstrdm de asemenea cd informatiile obtinute pe cele doud
tipuri de probe - filtrate si nefiltrate - sunt complementare si,
din aceastd cauzd, analiza combinatd permite discriminarea probelor
provenite de la pacienti cu cancer de sin de cele provenite de la
donatori cu o sensibilitate si specificitate de peste 95%. Aceasta
multiplexare a semnalului SERS, obtinutd prin mdsurarea probelor
filtrate si nefiltrate urmatd de fuzionarea lor, poate fi aplicata
cu succes si iIn alte cancere sau in alte maladii pentru cresterea
sensibilitdtii, specificitdtii si a acuratetei de discriminare.

Prezentam in continuare un exemplu concret, nelimitativ al
noii metode de analizad propuse.

Noua metodda a fost testatd pe un numdr de 36 de probe de sange
provenite de la donatori aparent sdndtosi si 106 cazuri de pacienti
diagnosticati cu cancer de san in diferite stadii, conform normelor
medicale ale Institutului Oncologic ,Prof. dr. Ion Chiricutda” din
Cluj-Napoca. Probele de sange au fost obtinute dupa ce
participantii la studiu si-au dat consimtdmantul informat, 1in
conformitate cu aprobarea obtinutd din partea Comisiei de Etica a
Cercetdrii Stiintifice a Universitdtii de Medicind si Farmacie

»~Iuliu Hatieganu” din Cluj-Napoca.

Recoltarea si prepararea probelor:
- cca. 10 ml de sange au fost obtinuti prin punctie venocasd in

vacutainere cu citrat de sodiu;

y)
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- sdngele a fost centrifugat imediat dupa recoltare la cca. 2000g
timp de 10 minute;
- dupd separarea celulelor, plasma rezultatd a fost recoltatd din
partea superioard a vacutainerului si introdusd 1in eprubete
inchise, urmé&nd a fi prelucratd si masuratd imediat sau conservata
la -80°C.

Filtrarea plasmei sanguine:
- filtrarea plasmei s-a realizat folosind filtre centrifugale de 3
kDa cu ajutorul unei centrifuge, la cca. 5000g timp de 40 de
minute;
- eficienta filtrarii a fost determinata prin mdsurarea
concentratiei proteice in filtrat folosind metoda Bradford, iar
valoarea obtinuta a fost zero;
- de asemenea, s-a inregistrat spectrul UV-Vis al filtratuluil unde
se observd aparitia unui maxim de absorbtie la cca. 292 nm,
caracteristic aciduluil uric (este cunoscut faptul cd produsul final
al metabolismului purinelor este acidul uric, iar date din
literaturd prezintd pentru acesta un maxim de absorbftie la 292 nm;
mai mult, masa moleculard a acidului uric este una foarte mica -
169 Da, prin urmare este Jjustificatd trecerea 1lui prin filtru,
respectiv prezenta lui in probd; drept referintd s-—-a inregistrat un
spectru pentru acidul uric nativ, folosind un stoc preparat la o
concentratie din domeniul fiziologic (250 uM), care a confirmat
observatiile anterioare).

Depunerea probelor pe substrat si inregistrarea spectrelor
SERS
- un microlitru de plasmda nefiltratd si un microlitru de plasma
filtratd la 3 kDa se depun pe substratul SERS care face obiectul
cererii de brevet nr. A 2019 00392 din 27.06.2019;
- spectrele SERS au fost 1inregistrate dupd& uscarea probelor pe
substrat in cel putin 45 de puncte, cu ajutorul unuil spectrometru

inVia Renishaw, folosind un fascicul laser cu o lungime de undd de
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785 nm; aceasta lungime de unda reduce aparitia semnalului de
fluorescentd;
- linia de bazd a spectrelor a fost corectatd folosind software-ul
spectrometrului;
- toate probele au fost inregistrate folosind aceleasi setdri ale
spectrometrului (putere laser, timp de achizitie, retea de
difractie, ldrgime fantd etc.)

Prelucrarea spectrelor si analiza multivariata combinata

Analiza multivariatd a datelor spectrale a fost efectuatd cu
ajutorul unui software specializat (Unscrambler X 10.5.1).
Spectrele obtinute de 1la probele filtrate si nefiltrate sunt
prezentate in figura 1. Cu tocate cad, aparent, spectrele celor doua
categorii de probe sunt similare, se poate observa, in primul rénd,
faptul c& vibratiile moleculare provenite de la probele filtrate
domind la numerele de undd mici, 1in schimb cele de la probele
nefiltrate au intensitate mai mare la numere de undd mai mari,
caracteristice vibratiilor proteice. Se poate constata astfel
faptul cd probele nefiltrate prezintd benzi de vibratie mai intense
in zona numerelor de undda mari [peste 1600 cm_% caracteristice
vibratiilor proteice (vibratiile amid I si amid 1III)], =zond
caracteristica proteinelor si la 480 cm™?, in schimb probele
filtrate prezintd benzi mai intense la 720 cm™? (caracteristic
nucleotidelor) si 1la cca. 1000 cm™’, =zond caracteristicd unor
aminoacizi (fenilalanind). Nu in ultimul rénd, observam faptul ca
in cazul probelor filtrate este pus clar in evidentd peak-ul de la
cca. 2100 cmﬂ, caracteristic tiocianatulul care are o intensitate
extrem de micd in cazul probelor nefiltrate.

Am procedat la o primd metodd de analizd multivariatd, si
anume analiza pe componente principale sau PCA (Principal Component

Analysis). Aceastd tehnicd este una nesupervizatd, in sensul cé&

114

toate probele filtrate si nefiltrate sunt analizate impreuna, far

a face distinctie intre cele doua categorii de probe, cautédndu-se
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combinatii ale lungimii de undd care explicd cel mai bine
variatiile spectrale. Acest tip de analizd este utilizatd din cauza
numdrului mare de date spectrale (807 numere de undd inregistrate
pentru fiecare spectru). Prin PCA se procedeazd practic la o
reducere a dimensionalitdtii problemei prin identificarea numdrului
minim de componente spectrale (componentele principale) care pot
separa probele dupa clasa.

Analiza pe componente principale (PCA) releva faptul ca
primele doud componente principale sunt capabile sd& discrimineze
cele doud tipuri de probe. Dupd cum se poate observa cu usurintad
din inspectarea figurii 2, o dreaptd care trece prin cadranele 2 si
4 ale acestui grafic este capabild sa separe complet cele doud
tipuri de probe.

Faptul cad cele doud categorii de probe sunt separate prin doar
doua componente principale este o indicatie clarda cd@ ele contin
informatii complementare si c¢cd analiza doar a uneia sau a
celeilalte categorii conduce la eliminarea din datele spectrale a
unor informatii care pot £fi relevante iIn analiza supervizatd
(Analiza Discriminantd Liniard sau LDA - Linear Discriminant
Analysis) care urmeazd a se efectua pentru discriminarea cazurilor
de cancer de cazurile donatorilor aparent sanatosi.

Din analiza curbei loadings pentru prima componentd
principald, care aratd contributia vibratiilor de la fiecare numir
de undd la prima componentd principala (figura 3), se observa ca
principalele benzi care discrimineaza sunt cele aferente

proteinelor in cazul probelor nefiltrate (cca 1651 cm™* vibratia

amid I) si, respectiv, tiocianatul (2100 cm™t) si vibratiilor
metabolitilor purinici (642 cm™, 723 cm™?) in cazul probelor
filtrate.

In continuare s-a procedat la o analizd supervizatd, respectiv
Analiza Discriminantd Liniard sau LDA (Linear Discrimination

Analysis). Aceastd analizd se realizeazd in conjunctie cu PCA (care
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reduce dimensionalitatea) si presupune dicriminarea probelor 1in
categorii. Validarea se face prin diferite metode, cea mai uzuala
fiind validarea incrucisata totald (full cross validation) sau LOO
(Leave One Out), in sensul c¢cd& o proba este clasificatd intr-o
categorie prin compararea cu toate celelalte probe, a cdror
clasificare se presupune cunoscutd. Functia de separare poate fi
liniard (ceea ce semnificd un hiperplan in hiperspatiul generat de
numdrul de componente principale luate in calcul), pdtraticd sau o
alta functie speciald (Mahalanobis), in ultimele douad cazuri
discriminarea producdndu-se printr-o hipersuprafatd care nu este
neaparat plana. Functiile neliniare conduc, in general, la
discrimindri cu grade de acuratete mai ridicate.

Pentru a gasi tipul de prelucrare a probei care conduce la cea
mai bund discriminare, au fost inregistrate spectrele SERS pentru
probele filtrate si nefiltrate. In continuare, pentru a realiza
analiza combinat&, am ,fuzionat” cele doud tipuri de spectre. 1In
acest scop, numerele de undd ale spectrelor SERS ale probelor
filtrate au fost translatate cu 1800 cm™* la numere de undd mai
mari. Aceastd translatie permite obtinerea unui spectru virtual
fuzionat (figura 4) care contine informatiile spectrale atdt pentru
probele filtrate, c&t si pentru cele nefiltrate. Translatarea
numerelor de undd se face identic pentru toate probele, astfel
incdt se face o comparatie intre diferite probe, decarece pentru
aceleasi grupdri functionale vibratiile se vor produce la aceleasi
numere de undad, chiar dacad acestea fiind translatate au alte valori
ale numerelor de undd (translatia poate fi asimilatd cu o schimbare
a unitdtii de masurad).

Rezultatele acesteli analize au demonstrat cd discriminarea
intre probele de plasma provenite de la pacienti fatd de cele
obtinute de la donatori aparent sandtosi este cea mai mare

(sensibilitate de 97% pentru 13 componente principale luate 1in



RO 135611 A2
50

11

calcul) in cazul analizei combinate ©pe probele filtrate si
nefiltrate.

Un exemplu tipic de LDA obtinut pe probe nefiltrate in care se
obtine o discriminare cu acuratete de 100% luadnd in considerare 19
componente principale este dat in figura 5. In continuare, pentru a
compara eficienta discrimindrii intre cele 3 seturi de date
(filtrate, nefiltrate si fuzionate), s-a procedat la analiza LDA
pentru toate seturile de probe, pentru un numdr variabil de
componente luate 1iIn considerare, datele obtinute fiind prezentate

in Tabelele 1-3.

Tabelul 1 LDA probe Filtrate

Nr.
comp. | RP | RN | FP | FN | Sensibilitate | Specifitate | Accuratete
3 99 | 13 7123 0.81 0.65 0.79
5 97119 9|17 0.85 0.68 0.82
7 99 | 27 7 9 0.92 0.79 0.89
8 99|28| 7| 8 0.93 0.80 0.89
91104 |32 2 4 0.96 0.94 0.96
10| 105 ]| 32 1 4 0.96 0.97 0.96
111105131 1| 5 0.95 0.97 0.96
12 (104 | 31 2 5 0.95 0.94 0.95
131104 |31 2 5 0.95 0.94 0.95
14 |105|31| 1| 5 0.95 0.97 0.96
151|105 33 1 3 0.97 0.97 0.97
16104 | 33 2 3 0.97 0.94 0.96
171104 | 33 2 3 0.97 0.94 0.96
18| 104 | 33 2 3 0.97 0.94 0.96
19103 | 33 3 3 0.97 0.92 0.96
2010533 1| 3 0.97 0.97 0.97

Tabelul 2 LDA probe Nefiltrate

Nr. RP | RN | FP | FN | Sensibilitate | Specifitate | Accuratete
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comp .
31105| 9| 27 1 0.99 0.25 0.80
5 88 | 22| 14| 18 0.83 0.61 0.77
7 94 | 24| 12| 12 0.89 0.67 0.83
8| 95|26| 10| 11 0.90 0.72 0.85
92 | 27 91| 14 0.87 0.75 0.84
10 92 | 28 8| 14 0.87 0.78 0.85
11 92 | 30 6| 14 0.87 0.83 0.86
12| 94 32 4| 12 0.89 0.89 0.89
13| 101 | 34 2 5 0.95 0.94 0.95
14 | 104 | 35 1 2 0.98 0.97 0.98
15104 | 36 0 2 0.98 1.00 0.99
16 | 102 | 36 0 4 0.96 1.00 0.97
17| 104 | 36 0 2 0.98 1.00 0.99
18 | 104 | 36 0 2 0.98 1.00 0.99
19| 106 | 36 0 0 1.00 1.00 1.00
20 | 106 | 36 0 0 1.00 1.00 1.00

Tabelul 3 LDA probe Fuzionate
Nr.

comp. | TP | TN | FP | FN | Sensibilitate | Specifitate | Accuratete
3(103 11| 25| 3 0.97 0.31 0.80
5 99|17 | 19| 7 0.93 0.47 0.82
71 97121 15| 9 0.92 0.58 0.83
8 96| 25| 11|10 0.91 0.69 0.85
9 98|29 7| 8 0.92 0.81 0.89
10| 96| 28 810 0.91 0.78 0.87
11| 95| 27 911 0.90 0.75 0.86
12| 99| 28 8| 7 0.93 0.78 0.89
13103 ]| 32 4 3 0.97 0.89 0.95
14 | 103 | 33 3 3 0.97 0.92 0.96

hf
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151|104 | 33 31 2 0.98 0.92 0.96
16 (104 | 34 21 2 0.98 0.94 0.97
17| 106 | 33 31 O 1.00 0.92 0.98
18| 106 | 34 21 0 1.00 0.94 0.99
19| 106 | 35 1| O 1.00 0.97 0.99
20| 106 | 36 0| O 1.00 1.00 1.00

Din inspectarea datelor din cele trei tabele, se poate observa
cu usurintd cd, 1in cazul probelor fuzionate, numdrul de probe
clasificate fals negative este cel mai mic. La 17 componente
principale se obtine o sensibilitate de 100%, ceea ce inseamnd ca
toate <cazurile de cancer de san sunt clasificate 1In aceastad
categorie (la probele filtrate sensibilitatea maximd este de cca
97%, pentru 20 de componente principale luate in calcul, in timp ce
la cele nefiltrate o sensibilitate de 100% se obtine doar dacd se
iau in considerare minimum 19 componente principale). Asa cum am
mentionat mai sus, in domeniul medical, in scopul identificdrii
prezentei unei maladii, cel mai important este sa se identifice
toti potentialii pacienti, respectiv sa& nu existe cazuri fals
negative. Se constatd de asemenea ca probele nefiltrate, cele care
contin doar componente plasmatice cu masa moleculard mai mica de 3
kDa conduc la discriminarea cu sensibilitatea cea mai micd, probele
nefiltrate care contin si proteine avand o sensibilitate crescutd,
iar combinarea celor doud tipuri de spectre conduce la o crestere
semnificativa a sensibilitatii.

In cazul probelor nefiltrate specificitatea este cea mai
ridicatd, 1in sensul cad incepand de la 15 componente principale nu
mai existd niciun caz fals pozitiv. Cazurile fals pozitive in
practica medicald pot fi identificate pentru cd, in mod uzual,
aceste persoane sunt supuse la teste ulteriocare suplimentare si/sau
complementare care pot, In cele din urma, sd clasifice corect

subiectul. In cazul wunui fals negativ ins& subiectul este

od
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clasificat ca fiind sdndtos si de aceea nu mai este supus la alte
teste decéat, eventual, dupd o pericadd de timp cdnd se manifesta
simptomele bolii si apare necesitatea unor noi investigatii. 1In
bolile maligne insd depistarea bolii intr-o stare incipientd este
esentiald, altfel sansele de salvare ale pacientului pot fi
compromise. Din aceste considerente apreciem ca metoda analizei
spectrelor combinate care conduce la cea mai mare sensibilitate de
detectie pentru un numdar dat de componente luat in calcul este cea
mai performantd in detectia bolii.

Analiza multiplexata a spectrelor utilizand substratul SERS
solid poate fi aplicatd cu succes si in detectia altor tipuri de
cancere sau boli cu parametri de discriminare semnificativ

imbundtatiti fatd de metodele clasice.

Descrierea figurilor:
Figura 1. Spectre SERS ale probelor de plasmd sanguind filtrate la

3kDa (albastru) si nefiltrate (rosu).

Figura 2. Analiza prin PCA a probelor de plasma filtrate (F-
patrate) si nefiltrate (NF-cercuri) provenite la donatori aparent

sdndtosi, scorurile pentru primele doud componente principale.

Figura 3. Curba Loadings pentru prima componentd principald care
aratd contributia pozitivd la numere de undd mari, caracteristica
vibratiilor proteice si contributia negativd la numerele de unda
mai mici si la cca. 2100 cm' (tiocianatul, vizibil mai ales la

probele filtrate).

Figura 4. Spectrele SERS fuzionate pentru probe filtrate si
nefiltrate, pentru probe control (C-rosu) si pentru probe de cancer

de sadn (BC-albastru).

i
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Figura 5. Scoruri LDA pentru probe de sange nefiltrate care aratd o
discriminare cu acuratete de 100% 1intre probele obtinute de 1la
donatorii aparent sdndtosi (cercuri) si cele care provin de la

pacienti cu cancer de san (pdtrate).
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Revendicari
1.Procedeu de analiza multivariata a semnalelor SERS
(Spectroscopie Raman Amplificatd de Suprafatd) a plasmei

sanguine utilizat 1in spectroscopia clinicd, caracterizat prin
aceea ca:

- probele de plasmd sanguind sunt filtrate centrifugal cu filtre
de 3 kDa;

- spectrele SERS ale probelor de plasmd sanguind filtrate si
nefiltrate sunt inregistrate pe un substrat SERS solid format
prin depunerea de nanoparticule de argint pe o sticla Raman de
CalFy;

- Semnalele SERS ale probelor sunt combinate/fuzionate prin
translatarea numerelor de undda ale probelor filtrate cu circa
1800 cm™ si1 concatenarea spectrelor probelor nefiltrate cu cele
filtrate, pentru evitarea suprapunerii lor;

- analiza multivariatd discriminantd combinatd cu analiza pe

componente principale este aplicatd pe spectrele fuzionate.

2.Metoda de analizd multivariatd, conform revendicdrii 1,
caracterizata prin aceea ca, aplicat la probe de plasma sanguina
provenitd de la pacienti cu cancer de s&n mareste semnificativ
sensibilitatea de detectie <ca cancerului de sédn prin SERS

combinatd cu analiza multivariata.

b
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