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ABSTRACT

There is a significant need for new techniques in medical screening that do not require specialist
operation and have a high level of accessibility and accuracy. Surface-enhaced Raman scattering
(SERS) is the spectroscopic analysis that fits the criteria previously mentioned and provides the
metabolic composition of biofluids in order to characterize complex biological systems for diagnostic

and therapeutic purposes.

This work aims to analyse the molecular and metabolic information provided by label-free
SERS liquid biopsy on serum and urine samples from breast cancer patients and controls and to
compare the performance of five different machine learning (ML) algorithms applied to the SERS
data.

The study shall present the applicability of SERS spectroscopy to breast cancer diagnosis. The
diagnostic technique on which it is based is a simple, minimally invasive biopsy, analysis being
performed on patient filtred blood serum and urine. This research involves 60 serum and urine samples
obtained from the same patients, of which 39 samples were patients with breast cancer (BC) and 21
samples control participants (CTRL). All the samples were analyzed by SERS spectroscopy.
Afterwards, Decision Tree (DT), Random Forest (RF), Gaussian Naive Bayes (GNB), Support Vector
Machine (SVM) and Linear Discriminant Analysis (LDA) were applied to the SERS spectra to classify

the BC and CTRL patients based on serum and urine samples.

The SERS spectra of serum and urine samples show high similarities, both being dominated by
purine metabolite SERS bands (uric acid, hypoxanthine and xanthine). Besides purine metabolite
SERS bands, urine samples contain SERS bands of creatinine and urea as well. Further, to classify the
BC and CTRL patients we implement the ML algorithms and found similar classification accuracies
in the range of 61-89%, regardless the ML model implied. LDA performed the best classification
accuracy for serum spectra (83%), while DT show the best performance for urine spectra (89%). By
concatenating the urine and serum SERS data DT and RF assessed the best classification accuracy

(83%).

This research serves as a benchmark in order to improve the correlation of SERS bands with
metabolic and biochemical changes in future SERS-based studies and supports the possibilities and

advantages of the applicability of the SERS spectroscopy in this field.
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INTRODUCERE

In ultimii ani s-a remarcat o nevoie din ce in ce mai mare de noi abordari in screening-ul sau
diagnosticul medical, tehnici cu un grad ridicat de accesibilitate, sensibilitate si specificitate. In
prezent, studiile se concentreaza pe tehnici rapide, minim invazive si usor de utilizat, capabile de a
identifica timpuriu boli, iar spectroscopia Raman amplificata de suprafatd (surface-enhanced Raman
scattering — SERS) a castigat cea mai mare atentie. SERS este un tip de spectroscopie vibrationala,
care ofera informatii metabolice si moleculare ale probei, bazate pe excitarea nivelurilor de energie
vibrationald de catre fotonii imprastiati inelastic. Pe 1anga specificitatea moleculara ridicatd, SERS

ofera, de asemenea, o sensibilitate ridicata, atingand chiar detectia unei singure molecule [1, 2].

Biopsia lichida SERS este o abordare in care algoritmii de machine learning (ML) permit
clasificarea probelor in pacienti si control pe baza semnalului SERS al biofluidelor si a demonstrat
progrese semnificative in ultimul deceniu [3-5]. Au fost raportate atat studii SERS pe celule, pentru
determinarea distributiei celulare a unor compusi chimici sau pentru urmarirea metabolismului celular
[6], cat si studii pe fluide biologice precum ser sagvin, plasma, urind, lichid amniotic sau saliva pentru
diagnosticarea rapid si minim invaziva intr-o multitudine de tipuri de cancer [4, 7-10], boli autoimune
[10, 11] si degenerative [12], noduli tiroidieni benigni [13], sau chiar boli coronariene [14]. Dintre
diferitele abordari SERS pentru diagnosticul medical (de exemplu, analiza SERS a tesuturilor), biopsia
lichida SERS a fost pand acum cea mai populard alegere, deoarece este minim invaziva, necesita

volume mici de proba si este o tehnica rapida de achizitie.

Precizia generala a diagnosticului medical bazat pe SERS atinge la momentul actual o valoare
de ~80-90% [7, 15-18]. Desi aceasta valoare raimane sub unele tehnici standard de laborator clinic, ea
evidentiazd potentialul SERS ca instrument versatil in cadrul point-of-care, fiind o metoda de

screening rapida si usor de utilizat.

in ciuda numarului tot mai mare de articole de cercetare in domeniul biopsiei lichide bazate pe
SERS pentru diagnosticul medical, existd incd multe imbunatatiri ce pot fi aduse. Unul dintre
deficientele biopsiei lichide SERS este lipsa de atribuire precisd a benzilor SERS, analiza ce prezinta

potentialul de a identifica variatii Tn compozitia metabolica a biofluidelor pacientilor.
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Prin urmare, lucrarea de fata urmareste sa analizeze sistematic informatiile metabolice extrase
din biopsia lichida SERS din probe de ser filtrat si deproteinizat si urina. Spectrele SERS ale serului
filtrat si urinei au fost comparate cu spectrele SERS ale metabolitilor purinici, pentru a evidentia
contributia majora a acestora la spectrele SERS ale celor doua biofluide. Pe langa atribuirea benzilor
SERS ale probelor de ser filtrat si deproteinizat si urina, un al doilea scop la fel de important a fost
evaluarea performantei relative de clasificare a cinci modele diferite de machine learning pentru
clasificarea cancerului de san si a probelor de control, pe baza spectrelor SERS de fractiune metabolica

a serului si urina.

Rezultatele studiului au fost diseminate in articolul stiintific SERS liquid biopsy in breast
cancer. What can we learn from SERS on serum and urine? din revista Spectrochimica Acta Part
A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, Volumul 273, 15 Mai, 2022
(doi.org/10.1016/j.saa.2022.120992) si in cadrul conferintei internationale Metabolomics 2022.

Nu 1n ultimul rand, doresc sd-1 multumesc doctorandei Stefania lancu pentru ajutorul acordat in

realizarea acestui studiu.


https://www.sciencedirect.com/journal/spectrochimica-acta-part-a-molecular-and-biomolecular-spectroscopy
https://www.sciencedirect.com/journal/spectrochimica-acta-part-a-molecular-and-biomolecular-spectroscopy
https://doi.org/10.1016/j.saa.2022.120992
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CAPITOLUL 1.

SPECTROSCOPIA RAMAN AMPLIFICATA DE SUPRAFATA (SERS)

Materia este compusa din molecule cu o distributie specifica a sarcinii, cum ar fi monopolurile
(sarcini izolate) sau dipolii electrici si multipolii superiori (sarcini pozitive si negative). Procesele
dintre lumind si materie reprezinta baza oricarei spectroscopii. Campul electric al unei unde de lumina
poate interactiona cu momentele de dipol existente sau, in cazul moleculelor care nu au moment de
dipol permanent, poate induce un moment de dipol prin schimbarea sarcinilor. Intr-un fascicul de
lumini cAmpurile se schimbi de aproximativ 10'° ori pe secundi, ceea ce duce la deplasarea (oscilarea)
foarte rapidd a moleculelor, rezultatul final fiind generarea de cAmpuri electromagnetice. Informatiile
obtinute din astfel de interactiuni sunt unice si specifice, deoarece fiecare tip de moleculd are propria
distributie de sarcind, iar schimbul de energie dintre unda electromagnetica si materie este de asemenea

specific.

Spectroscopia Raman este o tehnica vibrationala prin care se obtin informatii despre structura
specificd a moleculelor. Spectroscopia Raman amplificatd de suprafatd (SERS) este o tehnicd Raman
care duce la detectarea de semnal Raman mult imbunatatit de la moleculele active Raman atunci cand
acestea sunt atasate unor structuri metalice de dimensiuni nanometrice. Factorul de imbunatatire poate

ajunge pani la 10'°— 10!, ceea ce inseamni ci se pot detecta chiar si molecule izolate. [1, 2]

1.1. Abordare teoretica

Impastierea Raman apare doar atunci cand variatia polarizabilitatii moleculei este nenuld in
timpul vibratiei legdturilor moleculare. Polarizabilitatea este o masura a gradului de deformare a
norului electronic molecular sub efectul aplicarii campului electric incident si depinde de structura

moleculei:
un=ak (1.1)
unde «a este polarizabilitatea moleculei.

Polarizabilitatea moleculei @ sub un camp electric cu frecventa vyde forma

6
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E = E, cos(2mvy t) (1.2)
poate fi dezvoltata in serie Taylor:
]
a=a, +(6—‘;‘)0q+--- (1.3)
iar daca inlocuim noul a, atunci dipolul indus va fi de forma a =, + (g—aj A cos(27rv0t) , (1.4)
9/

unde a, este polarizabilitatea moleculei in stare de echilibru la pozitia de echilibru (R,), q este
deplasarea fata de pozitia de echilibru ¢ = R — R, = A cos(2mv; t), iar v; este frecventa vibratiei

moleculei ca urmare a iradierii acesteia cu radiatie laser.

In acest caz, momentul de dipol devine

1= E,a, cos(2zv.t)+ E, (Z—aj Acos(27v,t)cos(27v,t) (1.5)
9/

da

u=Ea, cos(Zmzit)+lE0A
2 0q

J [cos 271'(\/[ -V, )t +cos2z(v, +v, ¥ (1.6)
0

Din ecuatia (1.6) se observa ca lumina emisa oscileaza la trei frecvente diferite. Primul termen
indicd faptul cd lumina emisd are aceeasi frecventd ca si fasciculul incident, care corespunde
imprastierii Rayleigh. Insa, in urmatorii doi termeni, se vede o schimbare intre frecventa luminii emise
si cea a luminii incidente. Acesti termeni corespund Tmprastierii Stokes si anti-Stokes. Intensitatea I a

luminii emise este proportionali cu E2, de aceea impristierile Stokes si anti-Stokes se pot exprima:

L ik :(Vi VY )4 [Z_Z] ']o(vi) (1.7)

_El

2

4 aa

Ianti—Stokes = (Vi + VO) ’ (_J ’ 10 (vi ) e kT (1 8)
q

Astfel, fotonii din radiatia monocromatica ajunsi pe proba pot pierde energie — energie cedata

moleculei care este excitatd de pe nivelul de baza pe primul nivel vibrational excitat (imprastiere

Stokes) sau fotonii pot céstiga energie de la molecule care sunt implicate in procesul invers
7
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(impréstiere anti-Stokes). Dacd energia fasciculului incident nu este suficientd pentru a trimite
molecula din starea fundamentald in cea mai mica stare electronica, excitatia moleculei va avea loc pe
o stare virtuala, intre cele doua stari — Fig. 1.1. Fiind o stare virtuald, molecula nu poate rdmane aici

pentru mult timp, asa cd va reveni la starea de baza.

rF
S‘.I.
[ — virtual
o —_ - —- = = = levels
20
1]
=
w
Y
S - .
Raman Scattering Rayleigh Scattering Raman Scattering
(anti-Stokes) (Stokes)
R |
I Raman Shift I Raman Shift I
! (anti-Stokes) I (Stokes) 1
N 1 I
V=———
! An ')-auti : A-Stokes :
1 1
Acmt,i Astoies A

Fig. 1.1 Tranzitiile electronice posibile in spectroscopia Raman: modurile de imprastiere

Rayleigh, Stokes si anti-Stokes

Impristierea Raman este, in termeni simpli, alcituitd din ciocniri elastice si inelastice intre
fotonii incidenti si molecule. Prin ciocnirea elasticd, fotonii emisi vor avea aceeasi energie hv;, la fel
ca si cei incidenti, deci frecventa luminii emise va fi aceeasi cu cea a luminii incidente, iar molecula
se va Intoarce in starea din care a plecat. Acesta este procesul cel mai posibil si se numeste Imprastierea

Rayleigh, dar acesti fotoni emisi nu aduc niciun fel de informatii legate de moleculele din proba.

Informatiile de orice fel se pot obtine prin ciocniri inelastice, deoarece fotonii incidenti (hv;)

castiga sau pierd energie, de forma:
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hv¢ = hv; + hy, (1.9)
hv¢ = hv; — hy, (1.10)

Asadar, molecula va reveni intr-o altd stare vibrationald, diferita de cea fundamentala. Daca
energia emisd este mai micd decat energia incidentd, atunci este cazul imprastierii Stokes, iar daca

energia emisd este mai mare decat energia incidenta, este cazul Imprastierii anti-Stokes.

Regulile de selectie pentru spectroscopia Raman sunt Av = -1, 0, +1, pentru Imprastierea anti-
Stokes, Rayleigh, respectiv Stokes, unde Av este diferenta dintre nivelul vibrational fundamental pe
care se afld molecula si nivelul vibrational pe care se intoarce in urma excitarii. Pentru ca imprastierea
anti-Stokes sd aiba loc, moleculele trebuie sa se afle intr-o stare de excitatie vibrationald (S1), iar pentru
cea Stokes, intr-o stare vibrationala de baza (So). Fig. 1.2 expune o reprezentare generald a posibilelor

cai de transmisie de pe diferite nivele energetice.

First excited
singlet state (S,)

L i
v=2
levels —¥= ! Transitions
- to T, triplet
4 Optical
@ bp i Optical
1] absarption emission
/
7
//
/
Ground
state (5,)

IR-abysorption

Normal mode coordinate

Fig. 1.2 Reprezentarea nivelelor energetice vibrationale ale unei molecule

Doar 1 din 10° fotoni sunt impristiati inelastic pe probd, senzitivitatea tehnicii Raman fiind
scazutd. De aceea, pentru detectia unor concentratii mici de molecule este nevoie de o metodd de

9
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amplificare a semnalului Raman precum: Surface-enhanced Raman scattering (SERS), Tip-enhanced
Raman scattering (TERS), Surface plasmon polariton enhanced Raman scattering (SPPERS), Surface-

enhanced resonance Raman spectroscopy (SERRS).

Efectul SERS a fost observat pentru prima data in 1974, de catre Fleischman et al. [19], datorita
aparitiei unui semnal Raman neobisnuit de ridicat provenit de la piridina plasatd pe un electrod dur de
argint. Fenomenul a fost explicat printr-o crestere in suprafata a electrodului dur, ceea ce inseamna o
crestere numerici a moleculelor adsorbite, respectiv o imbunititire a semnalului Raman. in 1977,
Jeamarie si Van Duyne si, independent, Albrecht si Creighton, au confirmat experimentele din 1974,
dar au descoperit ca acest semnal Raman imbunatatit este cauzat de o intensificare a sectiunii efective

Raman si cd nu poate fi explicat doar pe baza cresterii numerice a moleculelor adsorbite.

In perioada urmitoare, s-au analizat astfel de semnale Raman imbunititite pentru diferite
molecule adsorbite de suprafete rugoase de argint, aur sau cupru, iar tehnica s-a numit Spectroscopia
Raman amplificatd de suprafatd — surface-enhanced Raman spectroscopy sau surface-enhanced
Raman scattering (SERS). In primele experimente, factorul de imbunititire era estimat la un ordin de

10° — 10, in prezent ajungand la 10'° — 10''. [1, 2]

Intr-un experiment SERS moleculele sunt adsorbite de nanostructuri metalice. Cele mai
frecvente nanostructuri care oferd cele mai mari efecte de Tmbunatatire a semnalului sunt particulele
de coloid de argint sau aur cu dimensiunea de 10 — 100 nm, electrozi cu suprafete rugoase de aur sau

argint sau pelicule insulare evaporate ale acestor metale si sunt numite substraturi active SERS.

Exista doua teorii diferite, sustinute si argumentate, ce ar putea sta la baza efectului de
amplificare Raman, insa niciuna nu explicd intreg ansamblul: teoria electromagnetica si teoria chimica.
Ambele teorii confirma totusi necesitatea unor structuri metalice cu marimi nanometrice in apropierea

moleculei, sau chiar pe care molecula sa adsoarba.

Teoria electromagneticd este o caracteristica a substratului si nu tine cont de molecula tinta.
Apare ca urmare a localizarii luminii la suprafata substratului, mai exact a cuplarii fotonilor cu
electronii de suprafata. Vibratia colectiva a acestor electroni din paturile superioare ale nanostructurii
metalice este numitd plasmon. Dacd radiatia laser incidentd indeplineste conditia de rezonanta
plasmonica, va fi generat un cadmp electromagnetic de catre miscarea colectivd a plasmonilor de

suprafata — Fig. 1.3.
10
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Figura 1.3 Rezonanta plasmonilor de suprafata

Molecula trebuie sa se afle in apropierea nanostructurii, mai exact in zona de actiune a cAmpului
electromagnetic generat de vibratia plasmonica (1-10 nm), iar campul electromagnetic astfel generat
va modifica eficienta imprastierii Raman deoarece puterea radiatiei imprastiate de un dipol este

dependentd de mediul in care acesta se afla.

Teoria chimica in schimb necesita o interactiune fizico-chimicd intre molecula si substratul
metalic, depinzand astfel de tipul moleculei si nivelele ei energetice. Distanta dintre moleculd si

substratul metalic in acest caz este de ordinul a cativa Angstromi.

Mecanismul chimic implica la rdndul lui doua tipuri de interactiuni intre molecula si substrat:
fizisorptia si chemisorptia. Fizisorptia reprezintd o interactiune slaba de tip van der Waals intre
molecula si substratul metalic, fara schimbarea nivelelor energetice ale moleculei. Chemisorptia insa
constd In formarea unui ansamblu molecula-metal, prin hibridizarea metalului si orbitalilor moleculari
ai absorbantului pentru a forma stari de legatura si anti-legatura. Efectul SERS constd in transferul
electronic rezonant intre nivelele HOMO (highest occupied molecular orbitals) si LUMO (lowest
unoccupied molecular orbital) al complexului metal-molecula. Astfel, efectul chimic poate explica

amplificarea preferentiald a modurilor de vibratie ale moleculelor adsorbite pe suprafata metalica.

Ambele teorii, si cea electromagnetica, si cea chimica, au fost dovedite si sunt destul de greu
de diferentiat. Cert este cd mecanismul chimic ar trebui sa apard numai datorita moleculelor direct
atasate la suprafata si, prin urmare, ar trebui sd creasca numai pana la acoperirea primului strat, iar cel
electromagnetic, desi are un efect mai lung, scade cu 1 / 1’ o dati cu distantarea fati de suprafati.
Astfel, majoritatea imbunatatirilor pe baza electromagnetica vor aparea, de asemenea, tot prin prezenta

primului strat la suprafata metalului.
11
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1.2. SERS in medicina

Tehnica SERS a fost introdusad in ramura biomedicinei inca din anii 80-90 odatd cu detectia
unei singure molecule de hemoglobina [4] si a detectiei acizilor nucleici [20] folosind spectroscopia
SERS. Datorita limitei joase de detectie, vitezei de aplicare, capacitatii de multiplexare si a

de spectroscopie SERS 1n cercetarea medicald, in special in diagnosticul medical.

Biopsia lichida SERS este o abordare in care algoritmii de machine learning (ML) permit
clasificarea probelor in pacienti si control pe baza semnalului SERS al biofluidelor si a demonstrat
progrese semnificative in ultimul deceniu [3-5]. S-a demonstrat cd SERS ar putea completa tehnici
multiple de diagnostic, cum ar fi histopatologia pentru diagnosticul cancerului [4, 21], rezonanta
magnetica nucleara pentru diagnosticul leziunilor cerebrale traumatice [22], biopsia hepatica pentru
bolile hepatice [23] sau reactia in lant a polimerazei pentru depistarea precoce a conjunctivitei
adenovirale [24]. Dintre diferitele abordari SERS pentru diagnosticul medical, biopsia lichida SERS a
fost pana acum cea mai populard alegere, deoarece este minim invaziva, necesita volume mici de proba

si este o tehnicd rapida de achizitie.

Precizia generald a diagnosticului medical bazat pe SERS atinge la momentul actual o valoare
de ~80-90% [7, 15-18]. Desi aceasta valoare raimane sub unele tehnici standard de laborator clinic, ea
evidentiaza potentialul SERS ca instrument versatil in cadrul point-of-care, fiind o metoda de

screening rapida si usor de utilizat.

Biopsia lichida SERS s-a dovedit utila in diagnosticarea a numeroase boli, aratand ca exista
trei clase principale de molecule care pot fi detectate de SERS: metaboliti purinici, proteine si
carotenoizi care furnizeazd informatii cruciale cu privire la rata de refacere celulara, inflamatie si,
respectiv, capacitatea antioxidanta, procese ce sunt perturbate in aproape fiecare boala — Fig. 1.4. Studii
recente au aratat cd, la spectrele SERS ale serului filtrat i deproteinizat sau plasmei mai contribuie si

un aminoacid alimentar, ergotioneina [25].

In ceea ce priveste detectarea cancerului prin spectroscopie SERS, a fost raportati o acuratete
de peste 85% in diagnosticarea cancerului din probe biologice lichide. Detectarea anomaliilor maligne

se realizeazd prin analiza ARN-ului sau ADN-ului celular sau prin urmarirea modificarilor

12
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concentratiei metabolitilor purinici (xantind, hipoxantind, acid uric) care sunt secretati in cantitati
ridicate in contextul malignitatii. Existd studii in care discriminarea s-a realizat pe baza modificarilor
de concentratie si, implicit, a semnalului SERS a metabolitilor purinici din urina intre pacienti cu
cancer de san si pacienti control cu o acuratete de 88% [8]. Cand probele de ser sangvin filtrat au fost

analizate prin SERS, acuratetea 1n distingerea celor doud categorii de probe a fost mai mare (93,6%).

4. Review of liquid biopsy

1. SERS liquid biopsy 2. Disease hallmarks in biofluids 3. SERS protocols studies using SERS

&\ e
\/ *  Serum
: _« Liquid SERS |« » * Urine

*  Sali
kJ) Purine el Cellular g | il
QB + —_—- metabolites turnover o
UJ .l L
d Driedsers ||+ = Semm
i / *  Saliva
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Blood lr Biofluid - Proteins <=+ Inflammation
| § i | : lodide * Serum
. ' Y modified |« ||+ + saliva
Serum liquid SERS * Synovial fluid
Urine [
. | Antioxidant
. :a“va| I fluid 1 carotenoids 1« TG
Lt pacy . Resonant
y B Raman

Fig. 1.4 - Relatia dintre clasa de analiti, rolul lor functional si protocoalele experimentale SERS

utilizate pentru detectarea lor [26]

Prin achizitionarea spectrelor SERS ale serului sangvin si analiza lor prin tehnica de clasificare
PCA-LDA, s-a atins o acuratete totald de 73.7% in cazul cancerului colorectal, 85.75% pentru cancerul
de pladmani, 95% 1n cazul cancerului ovarian, 92% pentru cancerul oral [27] si 90% pentru cancerul
pancreatic [28]. Acuratete ridicatd a fost raportata si in cazul analizarii SERS a probelor de tesut extrase
din tumoare, pentru cancerul de vezicd acuratetea atingand o valoare de 94% [29] iar in cazul

cancerului oral 97.24% [30].

Pentru a imbunatati diagnosticul medical minim invaziv pe baza spectroscopiei SERS, datele
spectrale pot fi combinate cu valorile unor parametri medicali detectati in sange sau urina. De exemplu,
prin combinarea valorilor antigenului specific de prostata (PSA) cu spectrele SERS ale serului sangvin
filtrat, acuratetea diagnosticului cancerului de prostata bazat pe PSA a fost imbunatétita de la 70.4%
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la 94%. [21] Prin introducerea antigenului carcinoembrionar ca factor discriminant, acuratetea
detectdrii cancerului colorectal pe baza spectrelor SERS ale serului sangvin a fost imbunatatita de la

89.8% la 91.8% [31].

Implicatiile SERS in evolutia medicinei sunt enorme, prin urmare alegerea corectd a
substratelor metalice in vederea obtinerii unui semnal SERS este foarte importantd. Detectia
moleculelor biologice poate fi realizata fie indirect, folosind substrate metalice functionalizate care sa
formeze legdturi cu molecula dorita, fie chiar direct, molecula fiind adsorbitd pe suprafata metalica
prin grupari cu afinitate mare fatd de metalul folosit sau prin addugarea unor saruri anorganice (ex. KI,
MgS0O4, NaCl, CaNOs etc.) care sa faciliteze aceasta interactiune metal-analit [27, 32]. Nanoparticulele
metalice sunt cele mai raspandite substrate metalice utilizate in SERS, iar cele mai multe aplicatii

biomedicale ale SERS au folosit ca substrat metalic nanoparticule de argint (AgNPs).

In SERS, numai moleculele adsorbite pe nanoparticulele metalice plasmonice pot genera
semnal. Prin urmare, adsorbtia controlatd a analitilor pe suprafetele metalice este cruciald pentru
obtinerea unor rezultate fiabile. Studiile recente [2, 33-35] propun un model de adsorbtie specific
ionilor adsorbiti, care arata ca ad-ionii (ionii adsorbiti) permit controlul adsorbtiei analitilor cationici
si anionici in moduri specifice pe nanoparticule de argint: adioni cationici (Ca**, Mg?*, Pb** sau AI*")
promoveaza chimisorbtia moleculelor anionice, In timp ce ad-ionii anionici (CI, Br  sau I)
promoveaza chimisorbtia moleculelor cationice pe nanoparticulele de argint. Pe langd adsorbtia
specifica, efectul selectiv de activare SERS al speciilor anionice, are loc intr-o maniera competitiva,

in functie de afinitatea acestor specii pentru suprafata metalului — Fig. 1.5.

AgNPs@Mg?* Tompetitive Surface affinity: @< @ <
adsorption e B 1

.]P

PR
Ag-U

L NPs@CI ) T NB, A,
! Co-adsorption ettt L
L} 00 T 1500

Raman shift/fem !

Molecular charge

Fig. 1.5 Mecanismul specific de adsorbtie al analitului tinta la AgNP [2]
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Spectrele SERS ale biofluidelor umane nu au atribuiri complete ale benzilor vibrationale. In
plus, pot apdrea modificari spectrale din cauza neomogenitatii substratului metalic utilizat sau a
diferitelor tipuri de legaturi dintre molecule si substratul metalic. Pentru ca aceste fluctuatii sa nu
interfereze cu diagnosticul medical, s-au dezvoltat diverse metode de analizd statistica folosite in

analiza spectrelor SERS elimina erorile sistematice.
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CAPITOLUL 2.

CANCERUL DE SAN (MAMAR)

Cancerul de san afecteaza 1 din 7 (14%) dintre femeile din intreaga lume. De asemenea, la
femei, cancerul de san reprezintd 22.9% dintre cazurile de cancer invaziv si 16% dintre toate cazurile
de cancer. Numarul de cazuri a crescut semnificativ Incepand cu anii '70, fenomen atribuit in parte
stilurilor de viati moderne. In 2011 au fost inregistrate mai mult de 41.000 de cazuri recent
diagnosticate in Anglia. Pe baza statisticilor americane, in 2015 existau 2.8 milioane de femei afectate

de cancer de san. In 2018 a rezultat in 2 milioane de cazuri noi si 627.000 de decese. [36]

La fel ca orice tip de cancer, si cancerul de san apare din cauza unei interactiuni dintre un factor
de mediu (extern) si o gazda susceptibild genetic. Celulele normale se divid de cate ori este necesar si
se opresc, se atagseaza de alte celule si raman pe loc in tesuturi. Ele devin canceroase atunci cand 1si

pierd aceste capacitati.

Semnele de cancer de san cele mai frecvente constau in aparitia unui nodul la nivelul sanului,
adica o portiune de tesut mamar se simte diferit de restul. Peste 80% din cazuri sunt descoperite atunci
cand o persoand detecteaza tactil o astfel de modificare. Cu toate acestea, pentru o detectare timpurie,
este necesara realizarea unei mamografii. Bulele gasite in ganglionii limfatici localizati in axile pot

indica, de asemenea, cancer de san.

Un alt simptom al acestui tip de cancer este boala Paget a sanului, prin care se observa
modificari ale pielii asemandtoare cu eczema (roseatd, decolorare). Pe masurd ce boala Paget
avanseaza, simptomele pot include furnicaturi, mancarime, sensibilitate crescutd, arsurd si durere.
Aproximativ jumadtate dintre femeile diagnosticate cu boala Paget a sanului au, de asemenea, un nodul

la san. [37]

Factorii de risc pentru dezvoltarea cancerului de san pot fi Impartiti in doua categorii: factori
de risc modificabili (obezitatea, lipsa exercitiilor fizice, alcoolismul) si ficsi, precum sexul biologic
(femeile sunt mult mai predispuse acestui tip de cancer, dar poate fi Intdlnit si In randul barbatilor),
terapia de inlocuire hormonald in timpul menopauzei, aparitia tirzie (sau deloc) a copiilor, un istoric

anterior al cancerului de san si un istoric familial de cancer de san. Aproximativ 5-10% din cazuri sunt
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rezultatul unei predispozitii genetice mostenite de la parintii unei persoane, incluzand BRCA1 si

BRCAZ2 (mutatii specifice cancerului de san). [38] Cele mai frecvent utilizate metode de screening ale

cancerului de san sunt reprezentate in Tabelul 2.1.

Tabelul 2.1 Cele mai frecvent utilizate metode de screening ale cancerului de san

Skin dimpling
® cXaminarca Clll’llCé pl'll'l Vlzuallzare §1

palpare;

| )
Change in skin Change in how the

color or bexhure nipphe looks, ke
pulling in of the
neppee.
e mamografia (radiografie a sanului) — sanul
este presat intre doua placi, iar razele X trec
prin tesut nedeviate; daca se descoperd o Mammography

zond densd, in care nu se intampla acest
lucru, atunci acolo se presupune a exista o
tumora;

e o revizuire Cochrane din 2013 a constatat
ca nu este clar daca screeningul

mamografic face mai mult rau decat bine,

in conditiile In care o mare parte dintre
femeile care au fost testate pozitiv s-au

dovedit a nu avea boala; [39]
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e cxaminarea cu ultrasunete: undele sonore
cu energie mare (ultrasunete) sunt respinse
de tesuturile sau organele interne si fac

ecouri;

e studii asupra compozitiei chimice a
sangelui: este verificata o proba de sange
pentru a masura cantitatile din anumite
substante eliberate in sdnge de organe si

tesuturi;

e examinarea RMN: cu ajutorul unui camp
magnetic extern si a radiofrecventelor, se
obtin imagini ale structurii interne a

corpului uman;

e biopsie: indepartarea celulelor (in special

din nodul daca se depisteaza) astfel incat

acestea sa poata fi analizate la microscop;
e cxista mai multe tipuri de biopsii:
excizionala (indepartarea unei 1Intregi
bucidti de tesut), incizionala (indepartarea

unei parti dintr-un lot sau a unui esantion de

tesut), de baza (indepartarea tesutului
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folosind un ac larg) sau de aspiratie cu ac
fin — FNA (indepartarea tesutului sau a

fluidului, folosind un ac subtire).

In urma testelor se obtin informatii precum cat de repede poate creste tumora, cit de probabil
este sa se raspandeasca 1n corp (stadiul in care se afld), ce metode de tratament ar functiona cel mai
bine, etc. Astfel, se ajunge la diagnosticul final si la selectarea celor mai eficiente metode de tratament

(chirurgie, radioterapie, chimioterapie, terapie hormonala si terapie vizatd — cu anticorpi).

Screeningul eficient si precoce urmat de o interventie chirurgicald si chimioterapie sau
radioterapie contribuie la o scidere semnificativd a mortalititii. In prezent, cea mai frecvent utilizata
metoda de screening este examinarea mamografica. Desi este foarte eficienta pentru reducerea ratei de
deces, mamografia suferd in continuare de unele limitéri, cum ar fi sensibilitate scazutd in tesutul

mamar cu densitate mai mare, alarma fals pozitiva frecventa si risc de iradiere. [39]

Prin urmare, existd o nevoie semnificativa de noi tehnici in screening-ul medical care sa aiba
un nivel ridicat de accesibilitate, sensibilitate, specificitate si acuratete. Tehnica SERS este analiza
spectroscopica care se incadreaza in criteriile mentionate anterior si oferd informatii despre compozitia
metabolica a biofluidelor. Combinata cu algoritmi de machine learning (ML) in vederea discriminarii
probelor, SERS poate deveni un instrument puternic pentru caracterizarea sistemele biologice

complexe cu scopuri diagnostice si terapeutice.
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CAPITOLUL 3.

MATERIALE SI METODE

3.1. Colectarea, pregatirea si depozitarea probelor de ser si urina

Studiul prezent include 60 de probe de ser si urind obtinute de la aceleasi paciente, dintre care
39 au fost colectate de la paciente cu cancer de san (confirmat prin biopsie) si 21 de probe de la paciente
control. De la fiecare pacienta, serul si urina au fost colectate dimineata si pastrate la -80 °C péana la

analiza.

In vederea obtinerii spectrelor SERS ale metabolitilor din ser, probele de biofluid au fost filtrate
si deproteinizate, pentru a preveni adsorbtia proteinelor pe suprafetele metalice si astfel formarea unor
coroane proteice in jurul nanoparticulelor de argint (AgNP) care ar bloca adsorbtia metabolitilor de
interes [40]. Astfel, probele de ser au fost deproteinizate prin precipitare cu metanol. Pentru aceasta s-
au amestecat 900 pL metanol si 100 pL biofluid, dupa care au fost centrifugate 15 minute la 5800x g
(unitati gravitationale) pentru a separa precipitatul proteic de supernatantul care contine metabolitii.
Prin urmare, probele analizate au fost reprezentante de fractiunea metabolicd a serului, fard continut

de proteine. Supernatantul a fost colectat si pastrat la -20°C pana la masurare.

3.2. Substratul SERS

Spectrele SERS au fost obtinute folosind ca si substrat nanoparticule de argint reduse cu
clorhidrat de hidroxilamind preparate prin metoda Leopold-Lendl, avantajul acesteia fiind preparea

rapida la temperatura camerei si aplicabilitatea imediata. [41]

Metoda Leopold-Lendl presupune dizolvarea a 0.017 g de azotat de argint Tn 90 ml apa Milli-
Q (apa ultrapura). In paralel, se prepari o solutie de 10 ml apa Milli-Q si 1.2 ml hidroxid de sodiu
(concentratie 1%) In care s-a dizolvat 0.02 g clorhidrat de hidroxilamina. Cele doud solutii, azotatul
de argint si compusul cu hidroxilamind, se amesteca sub agitare. Instantaneu, solutia finala (coloidul)

devine galben inchis. Aceastd culoare marcheaza faptul ca ionii de argint au fost redusi de
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hidroxilamina si s-au format nanoparticule. Solutia de hya-AgNPs a fost pdstratd la temperatura

camerel.

Spectrele UV-Vis ale coloidului de argint au fost inregistrate folosind un spectrofotometru
Jasco V-630 UV-Vis, cu ajutorul unor cuve de cuart cu o cale optica de 1 cm (Fig. 3.1 A.) si oferd o
indicatie asupra concentratiei si distributiei marimii nanoparticulelor. [42] Dimensiunea mai precisa a
nanoparticulelor de argint (30-50 nm) a fost determinata folosind microscopia electronica de
transmisie (TEM) — Fig. 3.1 B. De asemenea, stabilitatea nanoparticulelor a fost testata prin
determinarea potentialului Zeta al nanoparticulelor, care atinge o valoarea de -31.7+9.29 mV — Fig.

33C.
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Fig. 3.1 A. Spectrul UV-Vis al nanoparticulelor hya-AgNPs B. Imaginea TEM a
nanoparticulelor hya-AgNPs C. Potentialul Zeta al nanoparticulelor hya-AgNPs
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3.3. Metodologia SERS utilizata

Metodologia masuratorilor SERS pentru detectia analitilor metabolici din serul sangvin filtrat
si deproteinizat a devenit in ultimul timp un subiect de interes, publicatiile recente sustinand importanta
ad-ionilor in detectia SERS a moleculelor anionice si cationice [33-35]. Inregistratea spectrelor SERS
ale acizilor organici (ex. acidul uric, acidul salicilic) este mediati de adsorptia cationilor precum Ca?",
AP sau Pb** pe anumite defecte de suprafati ale nanoparticulelor de argint (AgNPs), crescand astfel
locurile de adsorbtie disponibile pentru analitii anionici [33]. Prin urmare, detectia SERS metabolitilor
purinici, analiti anionici, din serul sangvin filtrat necesitd chemisorptia lor pe suprafata

nanoparticulelor de argint prin cationi.

Pentru a favoriza adsorbtia metabolitilor anionici din urind sau ser filtrat pe AgNPs, am
amestecat, prin pipetare, 90 uL hya-AgNPs (coloid), 10 pL solutie de biofluid si 10 pL Ca(NO3)2 10
2 M (concentratie de Ca** din amestecul final a fost de 10 M). Pentru concentratii de Ca** mai mici

de 0.2 mM solutia coloidald a rdmas stabila si nu a fost observata nicio agregare.

Pentru achizitia spectrelor am folosit o linie laser de 532 nm (putere laser de 20 mW pe proba),
fiind focalizat pe probe printr-un obiectiv de microscop 5X (NA=0.12. Pentru fiecare proba s-au
inregistrat cate 3 spectre intr-un timp de achizitie de 40 secunde fiecare, mediate apoi intr-un singur
spectru final. O picaturd de 5 pL din proba a fost plasatd pe o lama de microscop acoperita cu folie de
aluminiu, urmand a fi analizatd conform descrierilor de mai sus. Am folosit folie de aluminiu pentru a
evita orice fel de interferente spectrale ce ar putea aparea din cauza sticlei. Masurdtorile au fost

realizate intr-un mediu clinic, iar spectrele au fost inregistrate aleatoriu.

3.4. Pre-procesarea si analizarea spectrelor SERS

Pre-procesarea si analizarea datelor au fost efectuate folosind softul Quasar — Fig. 3.2 [43].
Pre-procesarea spectrelor presupune taierea spectrelor si selectarea intervalului de interes,
300 — 1800 cm™!, urmati de eliminarea zgomotului de fundal prin corectia liniard de baza (linear
baseline correction). Urmatorul pas a fost normalizarea spectrelor, folosind normalizarea medie (mean

normalization) — Tmpartirea valorilor la valoarea lor mediand. Dupa aceea a urmat uniformizarea
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(smoothing) cu ajutorul algoritmului Savitzky-Golay. Acesta ataseaza un polinom la fiecare segment
de curbe succesive, inlocuind valorile originale cu variatii mai regulate. Astfel, se utilizeaza pentru a

elimina eficient peak-urile de zgomot spectral in timp ce informatiile chimice sunt pastrate.
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Fig. 3.2 Workflow-ul utilizat pentru analiza SERS a biofluidelor ser sangvin i urina

PCA (Principal Component Analysis) este un tip de analiza nesupervizata si a fost utilizata
pentru a examina diferentele dintre spectrele SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat si urinei.
PCA este o metodd de analiza statistica prin care se poate reduce dimensionalitatea spectrelor prin
calcurea unor noi variabile ortogonale numite componente principale (PC), pastrand in acelasi timp
cat mai multe informatii posibil. Fiecare PC reprezinta o combinatie liniara a variabilelor initiale (in
acest caz, numerele de unda ale spectrului SERS), astfel incat informatia redundanta sa fie eliminata.
Matematic, PCA este definita ca o transformare liniard ortogonala prin care datele dintr-un sistem se
transfera intr-un nou sistem de coordonate, astfel incat cea mai mare varianta de pe o anumita proiectie
a datelor se afla pe prima coordonata (numita prima componentd principald), a doua cea mai mare

varianta este localizatd pe a doua componenta principala si asa mai departe.

Tabelele mari de date contin o cantitate mare de informatii, care este uneori partial ascunsa,

deoarece datele sunt prea complexe pentru a putea fi interpretate cu usurinta. Astfel, PCA este o metoda
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de proiectie care ajutd la vizualizarea tuturor informatiilor continute intr-un set de date, oferind
rezultate precum: in ce privinta un esantion este diferit de altul, ce variabile contribuie cel mai mult la
aceastd diferentd, daca acestea contribuie Tn acelasi mod (adica sunt corelate) sau independent una de
cealaltd sau detectarea unor tipare de esantion (orice grupare particulard), etc. Cu alte cuvinte,

evidentiaza informatiile utile continute in date.

3.5. Algoritmii de machine learning (ML)

In acest studiu, am explorat cinci metode de clasificare supravegheati, care presupun pre-
etichetarea probelor. Informatiile sunt impartite in doua seturi, care sunt utilizate in continuare pentru
antrenarea si validarea clasificatorilor. La selectarea esantioanelor corespunzatoare seturilor
mentionate mai sus, trebuie pastrat raportul claselor din datele originale. Pentru acest lucru am folosit
metoda cross validation, care presupune utilizarea a 80% dintre spectrele colectate ale fiecarui subset
(Control — CTRL sau Breast Cancer — BC) pentru a antrena modelul de clasificare, in timp ce spectrele

din esantioanele ramase au fost considerate date noi.

Cele cinci clasificatoare incluse in acest studiu au fost Decision Tree (DT), Random Forest
(RF), Gaussian Naive Bayes (GNB), Support Vector Machine (SVM) si Linear Discriminant Analysis
(LDA). DT-urile sunt simple clasificatoare, construind un set de conditii daca-atunci-altfel pentru a
clasifica esantioanele in clasele specificate. RF, dupd cum sugereaza si numele, contine un numar dat
de DT-uri randomizate, iar predictia finala se face pe baza clasei majoritare prezisa de DT-uri.
Algoritmii GNB se bazeaza pe teorema Bayes, presupunand o independentd puternicd intre
caracteristici si ofera o metoda de clasificare probabilistica simpla, dar foarte functionald. SVM-urile
se bazeaza pe cadre de Invatare statistica si reprezinta una dintre cele mai robuste metode de clasificare,
transformand caracteristicile in puncte intr-un spatiu n-dimensional si gasind un hiperplan care ar
separa clasele. LDA-urile sunt o generalizare a discriminantului liniar al lui Fisher, care functioneaza
prin calcularea statisticilor rezumative pentru caracteristicile de intrare pentru a gasi o combinatie

liniara care separa clasele.

In acest studiu, pentru a evalua performantele acestor algoritmi, am analizat acuratetea lor

generald, precizia, recall-ul si scorul F1 pentru fiecare clasificator in parte. Precizia reprezintad
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fractiunea de elemente relevante dintre elementele recuperate, recall-ul reprezintd fractiunea
elementelor recuperate, in timp ce acuratetea este o0 masura statistica prin care se cuantificd proportia

de predictii corecte din numarul total de cazuri examinate:

Precision = (3.1)
TP+FP
Recall = —— (3.2)
TP+FN
Accuracy = L — (3.3)
TP+TN+FP+FN

unde TP (true positive) reprezintd numarul de elemente etichetate corect ca apartinand clasei pozitive,
TN (true negative) reprezintd numarul de elemente etichetate corect ca apartinand clasei negative, FP
(false positive) — numarul elementelor care apartin clasei negative, dar au fost etichetate incorect ca
apartinand clasei pozitive, iar FN (false negative) — numarul elementelor care apartin clasei pozitive,

dar au fost etichetate incorect ca apartinand clasei negative — Fig. 3.3.

relevant elements

false negatives true negatives
Precision = ——
Recall = ——
true positives  false positives
Accuracy = ———

retrieved elements

Fig. 3.3 — Precizia, recall-ul si acuratetea n analiza statistica
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In analiza statisticd, acuratetea testelor mai poate fi masurata prin F-measure sau F-score.
Scorul F; reprezintd media armonica dintre precizie si recall. Cea mai mare valoare posibild a unui
scor F; este 1.0, indicand o precizie si un recall perfecti, iar cea mai mica valoare posibila este 0.0, caz
in care fie precizia, fie recallul, fie ambele sunt zero. Scorul F1 este cunoscut si sub denumirea de

coeficient Serensen—Dice sau coeficient de similitudine Dice (DSC):

2 __ A~ recall -precision TP
recall +precision TP+% (FP+FN)

(3.4)

1= -
recall~1+precision—1
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CAPITOLUL 4.

REZULTATE SI DISCUTII

Studiul de fatd urmareste sa atingd doud scopuri, redate in urmatoarele doud subcapitole:

1. analiza comparativd si complementard a informatiilor metabolice furnizate de spectrele
SERS ale probelor de ser sangvin filtrat si urina de la pacienti diagnosticati cu cancer de san si pacienti

control;

2. analiza acuratetii relative a 5 algoritmi de machine learning (ML) aplicati setului de date

pentru clasificarea probelor in canceros vs necanceros.

4.1. Analiza comparativa si complementara a informatiilor metabolice furnizate de spectrelor

SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat si urinei

In aceasta sectiune, am pus accentul pe analiza calitativd a spectrelor SERS ale fractiunii
metabolice din ser filtrat si urinei, indiferent de apartenenta la grup (cancer de san sau control) pentru

a determina si compara informatiile biochimice al acestora.

Spectrele medii SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat si urinei din toate probele,
indiferent de grupul lor (cancer de san sau control), impreund cu spectrul lor de diferenta, care

evidentiaza distinctiile spectrale SERS relevante dintre ser si urind, sunt prezentate in Fig. 4.1.

Zona normalizata de sub spectru a fost utilizata ca masura a variabilitatii spectrelor SERS din
probele de ser filtrat si urina (Fig. 4.1 sus-stanga). Spectrele SERS ale urinei au prezentat o variabilitate
putin mai mare (cu o mediand de 38.72, in comparatie cu spectrele fractiunii metabolice ale serului —

38.50), posibil din cauza intervalului larg de pH din urind comparativ cu cel din ser.
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Fig. 4.1 - Spectrele medii SERS ale serului filtrat (rosu) si urinei (galben) impreuna cu diferenta

dintre ele (negru)

O atribuire a benzilor SERS din spectrele probelor de ser filtrat si urind este prezentatd in

Tabelul 4.1. Atribuirile au fost ficute pe baza studiilor din literatura, precum si pe baza spectrelor

SERS ale acidului uric, xantind si hipoxantina. Cele mai intense benzi SERS prezente att in probele

de ser filtrat, cat si de urind, sunt observate la 637 cm™!, 811 cm ™!, 889 cm ™!, 1136 cm ™! si 1201 cm ™!,

care pot fi toate atribuite acidului uric, asa cum sustin si Bonifacio si colab.[40], Westley si colab. [44]

si Moisoiu si colab. [9]. Hipoxantina, un precursor al acidului uric, se observa atat in spectrul SERS

seric, cat si in urind prin varful la 725 cm™!, in timp ce pentru xantini, forma redusi a hipoxantinei,

atribuim umirul la 1250 cm™!, care se observa doar in probe de urini. Benzile SERS la 1368 cm ™! si

1686 cm ™! nu au putut fi atribuite unui singur metabolit, deoarece acestea sunt observate in fiecare

dintre spectrele SERS ale acidului uric, xantinei si hipoxantinei.
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Tabel 4.1 Concentratia normald a metabolitilor in ser si urind, respectiv atribuirea benzilor

SERS
Metabolite Serum level  Urine level SERS bands assignment (cm™)
(uM) (nmol/mmol Serum Urine Serum and
creatinine) .
urine
Ergothioneine 0.84-1.52 482
499, 533,
592, 637, 725, 811,
Uric acid 200-420 100-800
1260, 1368 886, 1136,
1206
575, 1420,
Creatinine 25-100
1459
740, 1450,
Hypoxanthine 8-14 1.8-24.1 958 725, 1093
1686
Xanthine 0.5-2 0-30 1368, 1686 1250
Carotenoids 1150, 1520

Pentru a evidentia contributia metabolitilor purinici in spectrul SERS al biofluidelor, am
achizitionat spectrul SERS al unui amestec de acid uric, xantind si hipoxantind — Fig. 4.2. Se poate
observa cd spectrul SERS al amestecului de metaboliti purinici prezinta caracteristici spectrale similare
cu spectrele medii ale fractiunii metabolice din ser filtrat si urinei, confirmand faptul cd metabolitii
purinici (in principal acid uric si hipoxantina) aduc principalele contributii in spectrele SERS ale
serului filtrat si urinei. Nu au putut fi identificate benzi SERS specific doar xantinei in spectrul SERS
al amestecului celor trei metaboliti purinici, ceea ce indica faptul ca afinitatea de suprafatd a xantinei
este mai micd decat a celorlalti doi metaboliti si majoritatea locurilor de adsorbtie disponibile de pe

suprafata nanoparticulelor de argint sunt ocupate de acid uric si hipoxantina.
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Metabolitii purinici furnizeaza informatii cruciale cu privire la rata de refacere celulara, proces
perturbat in aproape fiecare boald. Prin urmare, detectarea anomaliilor maligne se poate realiza prin
urmdrirea modificarilor semnalului SERS a metabolitilor purinici si, implicit, a concentratiei
metabolitilor purinici (xantina, hipoxantind, acid uric) care sunt secretati in cantitdti ridicate in

contextul malignitatii.
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Fig. 4.2 — Spectrele SERS ale acidului uric, xantinei, hipoxantinei si amestecului dintre ele la

o concentratie de 0.1 mM fiecare

Carotenoizii sunt o altd clasa de molecule care au putut fi observate numai in spectrele SERS
ale fractiunii metabolice din ser filtrat, avand benzi specifice la 1150 cm ™' si 1520 cm™!. Spectrele
SERS au fost inregistrate cu linia laser de excitatie de 532 nm, iar aceasta lungime de unda este in
rezonantd cu majoritatea carotenoidelor, prin urmare s-a creat un efect resonant de Tmprastiere a
semnalului Raman amplicat la suprafatd (SERRS), rezultdnd un semnal Raman al carotenoidelor mult
imbunatatit. In urina in schimb, s-a observat o contributie mici a acestora in spectrul SERS (Fig. 4.1).
Ca si In cazul metabolitilor purinici, carotenoizii au fost sugerati ca posibili markeri de cancer datorita

caracterului lor antioxidant, nivelul lor in ser reflectand capacitatea antioxidantd a organismului.
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Mai mult decat atat, spectrele SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat contin si o banda la
482 cm’!, caracteristicd ergotioninei [25], un aminoacid alimentar, care a putut fi detectat doar in

probele de ser filtrat din cauza excretiei scazute in urind [45].

Benzile SERS ale creatininei pot fi observate in urinid la 575 cm si 1420 cm™ [46].
Cunoasterea concentratiei de creatinine 1n urind este importantd in cuantificarea concentratiei de

proteine din probele de urina (de exemplu, pacientii cu disfunctie renald).

Peak-ul de la 1010 cm™ este atribuit metanolului, folosit pentru a deproteiniza probele de ser

!'si umirul la 696 cm™ din

filtrat prin precipitarea proteinelor din proba. Pentru banda la 1755 cm’
probele de ser si benzile la 705 cm™, 1043 cm! si 1619 cm! din probele de urind nu am identificat

inca nicio atribuire.

In toate tipurile de cancer, procesul de turn-over celular este accelerat datoriti cresterii rapide
a metabolismului celular, facand astfel analiza SERS un bun candidat pentru o metoda point-of-care
cu o sensibilitate suficient de mare pentru a detecta malignitatea in stadiu incipient [4, 8, 9, 31, 47, 48].
Cu toate acestea, nivelul ridicat al metabolitilor purinici in spectrele SERS ale biofluidelor nu poate fi
considerat un biomarker universal specific cancerului. Si alte boli, cum ar fi bolile autoimune [10, 12]

prezintd, de asemenea, niveluri crescute de acid uric.

In continuare, pentru a discrimina probele in ser filtrate si urind, am aplicat analiza PCA
nesupervizatd. Pentru a determina numarul de PC relevante pentru studiul prezent, am analizat varianta
pentru fiecare PC 1n parte si am determinat punctul in care aceasta este maxima, orice crestere peste

valoarea respectiva neaducand informatii suplimentare importante.

Astfel, am determinat 10 PC-uri, iar in Fig. 4.3 A. se pot observa scorurile componentelor
principale si tendinta datelor de a se grupa nesupervizat in spatiul creat de PC1 si PC8, care au fost
alese automat ca PC-uri optime pentru gruparea PCA nesupravegheata a spectrelor SERS in cele doua
categorii de biofluide. Scorurile descriu structura datelor in termeni de tipare de esantion si, in general,
aratd diferente sau asemanari ale acestora. Fiecare esantion are un punctaj pe fiecare PC. Acesta
reflectd locatia esantionului de-a lungul PC (coordonata probei de pe PC). Probele cu scoruri apropiate

de pe aceeasi PC sunt similare (au valori apropiate pentru variabilele corespunzatoare).
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Fig. 4.3 Analiza componentelor principale (PCA) a spectrelor SERS ale serului si urinei

A. Score plot-ul PCI si PC8 — arata gruparea spectrelor SERS ale serului (rosu) si spectrelor SERS

ale urinei (galben) B. Loading plot-urile corespunzatoare PC1 si PC8

Analizand loading plot-ul corespunzator fiecarui PC (Fig. 4.3 B.), se poate deduce relatia dintre

scorurile PC, benzile SERS care contribuie cel mai mult la gruparea datelor [49], respectiv

similitudinile si diferentele dintre spectrele SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat si urinei. Se

observa ca spectrele SERS ale serului sunt grupate in partea negativa a axei PC1, prin urmare, pe baza

loading plot-ului corespunzator PC1, putem deduce ca probele de ser filtrat au un semnal SERS mai

intens de la acidul uric, deoarece benzile SERS ale acidul uric prezinta intensitati negative. Benzile de

acid uric identificate in loading plot-ul PC1 sunt corelate negativ cu banda SERS a creatininei de la

575 cm’!, deoarece creatinina este detectatd numai in probele de urini, ceea ce duce la o grupare

nesupravegheata a urinei in partea pozitiva a axei PC1.

Loadig plot-ul al PC8 arati benzi SERS pozitive la 725 cm™ (hipoxantini si acid uric) si 811

cm’! (acid uric), corelate negativ cu varfurile de la 648 cm™, 1150 cm™!, 1250 cm™ si 1696 cm™. Se

observa o usoara tendintd de grupare a probelor de urind in partea negativa a axei PCS.
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4.2. Clasificarea spectrelor SERS in canceros vs necanceros prin algoritmi de machine learning
(ML)

Algoritmii de machine learning (ML) sunt utilizate in mod obisnuit pentru clasificarea
esantioanelor bazate pe diferente subtile in spectrele SERS. Am testat cinci clasificatori ML diferiti
(Decision Tree — DT, Random Forest — RF, Gaussian Naive Bayes — GNB, Support Vector Machine
— SVM si Linear Discriminant Analysis — LDA) pentru clasificarea pacientilor in doud grupuri, cancer
de san — BC si control — CTRL, bazata pe trei seturi variabile: spectrele SERS ale fractiunii metabolice
din ser filtrat, respectiv ale urinei si seturile de date SERS combinate de ser filtrate si urind. Fig. 4.4

ilustreaza precizia generala obtinuta de fiecare dintre cei cinci clasificatori.

LDA este cel mai comun clasificator pentru diagnosticarea cancerului bazata pe biopsia SERS
lichida si intr-adevar, pentru spectrele SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat, LDA a generat cel
mai bun rezultat de clasificare (83%). Cu toate acestea, cea mai mare precizie de clasificare a
pacientilor in BC si CTRL a fost obtinuta prin DT (89 %), pe baza spectrelor SERS ale urinei, In timp

ce pentru probele de urind LDA a generat o precizie generald de doar 78%, la fel ca RF si GNB.

1.0
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0.8- B RF
3’ mm GNB
© 0.6+ SVM
= 04 mm LDA
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<

0.2-

0.0

serum urine urine + serum

Fig. 4.4 Acuratetea generala a celor cinci algoritmi ML pentru clasificarea probelor in sdnatos vs

canceros pe baza spectrelor SERS ale serului, urinei si combinarii lor
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In mod surprinzitor, algoritmii ML au oferit o precizie de clasificare mai buna bazati pe
spectrele SERS ale urinei Tn comparatie cu spectrele SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat. Cu
toate acestea, prin concatenarea spectrelor SERS de ser filtrat si urina si, ulterior, folosind spectrele
SERS combinate pentru clasificarea BC si CTRL, precizia generald nu a fost imbunatatita, cele mai
mari valori fiind atinse de DT si RF (83%). Acuratetea generala, precizia, recall-ul si scorul F; pentru

evaluarea performatei algoritmilor ML se gaseste in Tabelul 4.1.

Tabelul 4.1 Acuratetea generald, precizia, Tabelul 4.2 Acuratetea generald, precizia,
recall-ul si scorul F; pentru evaluarea recall-ul si scorul F; pentru evaluarea
performatei algoritmilor ML performatei analizei PCA combinata cu
algoritmii ML
PCA -
ELL DT RE GNE SVM  LDA Serum DT RE GNB SVM  LDA
Accuracy 081 061 061 072 083 Accuracy 067 072 083 081 067
Precision 073 073 086 070 085 Precision 071 073 080 0867 071
Recall 0.67 087 050 1 0.92 Recall 083 092 1 0.83 083
Fl-score 069 069 063 083 088 Flscore 077 081 083 074 077
c c PCA -
urine DT RF GNB sVM LDA urine DT RF GNB SVM LDA
Accuracy 089 078 078 067 078 Accuracy 0.61 078 089 083 067
Precision 092 078 083 067 090 Precision 073 079 086 085 087
Recall 092 092 083 1 0.75 Recall 0.67 092 1 092 058
Fl-score 092 (085 083 08 0.82 Flscore 070 085 092 088 070
, , PCA -
Bl OT R GNB_ SVM DA Selulill o)) p——— S Sum DA
Accuracy 083 083 078 067 0.72 Accuracy 044 072 078 072 087
Precision 085 085 090 067 082 Precision 060 073 079 077 087
Recall 092 092 075 1 0.75 Recall 050 0952 082 083 058
Fl-score 088 088 082 080 078 Filscore 055 081 085 080 070
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In plus, am verificat dacid prin reducerea dimensionalititii datelor cu analiza PCA, se
imbunatateste acuratetea clasificarii, dar nu s-au gasit Tmbunatatiri semnificative ale preciziei de
clasificare prin DT, RF, SVM sau LDA dupa aplicarea PCA (au fost pastrate 20 de PC-uri, ceea ce
explica 99% din variatia initiald) pentru reducerea dimensionalititii — Tabelul 4.2. Singura
imbunatatire semnificativa, se poate observa in cazul GNB, prin cresterea acuratetei generale si a

scorului F1 atunci cand a fost utilizat PCA 1nainte de clasificare.

Deoarece probele de ser filtrat si urind au fost obtinute de la acelasi pacient sau control, am
putut verifica rezultatele clasificarii obtinute cu algortimul LDA. Fig. 4.5 prezinta spectrele SERS ale
probelor fals negative (FN) si fals pozitive (FP), in comparatie cu spectrul SERS mediu al grupului din
care fac parte. Patru probe au fost clasificate gresit pe baza spectrelor SERS ale fractiunii metabolice
din ser filtrat si trei probe pe baza spectrelor SERS de urind. Cu toate acestea, doar una dintre probele
clasificate gresit a fost comuna atat pentru probele de ser filtrat, cat si pentru urind (proba 14 din Fig.

4.5 A.), aratand astfel ca nu exista o corelatie Intre cele douad seturi de date si clasificarea gresita.

Am descoperit ca probele de ser si urind clasificate gresit au prezentat un profil metabolic
anormal in comparatie cu grupurile cirora le apartin, ceea ce a cauzat clasificarea gresita. In special,
probele de ser FP si FN au aritat diferente in intensitatea SERS a benzilor de carotenoide (1150 cm™!
si 1525 cm™) in comparatie cu grupul lor original (Fig. 4.5 B.). De asemenea, am observat ci probele
de ser FN au aritat intensititi SERS mai mari ale benzilor de carotenoide (1150 cm™ si 1525 cm™) in
comparatie cu media grupului BC, in timp ce nivelurile ridicate de carotenoide au fost mai
caracteristice grupului CTRL. In concordanti cu aceste observatii, probele de ser filtrat FP au aratat o
intensitate mai mica a benzilor de carotenoide, care a fost mai specifica grupului BC. In cazul probelor

1

de urind clasificate gresit, benzile SERS ale creatininei (575 cm™ si 1420 cm™) au condus la

clasificarea gresita a probelor de urina FN si FP (Fig. 4.5 C.).
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Fig. 4.5 A. Harta cu clasificarea probelor pe baza spectrelor SERS de ser, urind si combinarii lor
B. Comparatia spectrelor medii SERS ale serului clasificate gresit cu spectrele medii SERS ale
grupurilor BC si CTRL C. Comparatia spectrelor medii SERS ale urinei clasificate gresit cu

spectrele medii SERS ale grupurilor BC si CTRL
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CONCLUZII

Studiul efectuat prezinta aplicabilitatea spectroscopiei SERS in diagnosticul cancerului de san,
impreund cu o metodologie optima de achizitie. Tehnica de diagnostic pe care se bazeaza este o biopsie
simpld, minim invaziva, analiza realizdndu-se pe probe de ser filtrat si deproteinizat si urind ale
pacientului. Spectrele SERS ale fractiunii metabolice din ser filtrat si urinei sunt dominate de prezenta
metabolitilor purinici, impreuna cu benzi SERS specifice ergotioneinelor si carotenoidelor in probele

de ser filtrat si benzi SERS specifice creatininei in probele de urina.

Am testat performanta relativa a cinci algoritmi diferiti de machine learning pentru clasificarea
probelor de ser si urind in BC (canceros) vs CTRL (control — necanceros) pe baza spectrelor SERS ale
fractiunii metabolice din ser filtrat si urinei, obtindnd valori similare in intervalul 61-89%, fapt care
indica atat serul filtrat, cat si urina, ca potentiali candidati pentru biopsia lichida SERS in detectarea
cancerului de san. Precizii de clasificare putin mai mari au fost obtinute utilizand probe de urina in
comparatie cu probele de ser filtrat, in ciuda variabilitatii mai mari a spectrelor SERS de urina. Prin
identificarea semnaturilor metabolice SERS ale probelor de ser si urind, am putut corela probele

clasificate gresit cu dezechilibre specifice in profilul metabolic al probelor respective.

In concluzie, analiza SERS a biofluidelor pentru diagnostic medical este o arie aflata intr-o

ege vy

SERS 1n acest domeniu, putand fi consideratd un punct de referintd pentru corelarea benzilor SERS cu

dezechilibrele metabolice si biochimice in viitoarele biopsii lichide bazate pe SERS.
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