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Abstract

The activation of the PML-RARa gene in DNA affects the response to chemotherapy in
acute promyelocytic leukemia, leading to different treatment approaches for patients. However,
due to the high cost of identifying this gene through next-generation sequencing, many countries
do not treat patients differently based on the presence or absence of this gene. This thesis aims to
determine if surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS), a fast and inexpensive method, can

identify the PML-RARa gene in DNA samples extracted from patients' blood.

The thesis is divided into four chapters. The first chapter covers theoretical concepts
related to DNA, surface-enhanced Raman spectroscopy, and acute promyelocytic leukemia. The
second chapter describes the materials and methods used in the study, including DNA samples
extracted from blood samples of patients both positive and negative for the PML-RAR« gene. Ag
nanoparticles stabilized with hydroxylamine hydrochloride and activated by Ca2+ were used as
the SERS enhancement substrate. SERS spectra were acquired and processed using Quasar

software.

The third chapter presents the results obtained from processing the SERS spectra,
examining how DNA samples are influenced by the presence of Ca2+, and the effects of freezing
and storage on the samples. It also discusses the differences observed between fresh and frozen
DNA samples and the development of classification models for these samples. The study found
that DNA can be detected by SERS only through its adsorption on silver nanoparticles using
Ca2+. Moreover, DNA detection by SERS is affected by the storage time of both the blood
samples before DNA extraction and the extracted DNA. Finally, the thesis demonstrates that
SERS can distinguish between DN A with positive and negative PML-RARa gene presence with

a classification accuracy of 79.6%.
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Introducere

Leucemia promielocitard acutd (LPA) este un tip de cancer care se caracterizeaza cresterea
rapidd a celulelor in maduva osoasd si sange. LPA prezintd o translocatie cromozomiald la
cromozomii 15 si 17, sau la genele PML si RARa rezultand o gend de fuziune numita PML-RARa,

care poate fi negativa sau pozitiva.

Detectia genei PML-RARa se face prin secventierea ADN-ului, tehnica costisitoare si cu o
duratd de timp mare pentru identificarea genei, ceea ce limiteaza accesul la un diagnostic rapid.
Tratamentul pentru gena PML-RARa variaza in functie de tip genei, pozitiv sau negativ. Pacientii
diagnosticati cu LPA cu gena PML-RARa pozitiva urmeaza un tratament alcatuit din acid all-trans
retinoic $i arsenic trioxid, Imbunatatind tratamentul pentru aceastd gena si crescand semnificativ rata
de supravietuire. In schimb, pacientii diagnosticati cu LPA cu gena PML-RARa negativa urmeazi

un tratament mai toxic, cum ar fi chimioterapia.

Dezvoltarea celor mai recente tratamente necesita o infrastructura medicald avansata si acces
la 0 metoda de diagnostic rapida si precisa, ceea ce poate dura un timp mare de dezvoltare, de aceea

in unele tari se utilizeazd metoda actuald de diagnostic si tratament.

Pentru a putea diagnostica gena PML-RARa intr-un timp mai scurt, trebuie dezvoltate si
studiate diferite tehnici care ar putea ajuta la un diagnostic mai rapid. Una dintre tehnicile care ar
facilita diagnosticul rapid al genei PML-RARa este spectroscopia Raman amplificatd la suprafata
(SERS). SERS este o tehnica care ofera rezultate intr-un timp scurt si cu o sensibilitate ridicata, care

poate fi utilizatd pentru screening-ul biofluidelor si a probelor biofluide extrase din tesut sau sange.

In lucrarea de fata am incercat posibilitatea detectiei genei PML-RARa. din probele de ADN
cu gena PML-RARa extrase din sangele pacientilor prin metoda SERS si dezvoltarea de modele de

clasificare pentru probele de ADN cu gena PML-RARa.

Lucrarea este alcatuita din patru capitole. Primul capitol acopera aspectele teoretice

referitoare la ADN, spectroscopia Raman amplificata la suprafata si leucemia promielocitara acuta.

In al doilea capitol sunt prezentate materialele si metodele utilizate pentru aceasti lucrare.
Sunt prezentate probele de ADN utilizate, modalitatea de extragere a ADN-ului din sangele

pacientilor cu gena PML-RARa, nanoparticulele de Ag utilizate si sinteza lor, procesul de
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achizitionarea spectrelor SERS si spectrometrul utilizat, pasii urmati pentru procesarea spectrelor

SERS obtinute si o descriere a modelelor de clasificare pe care am dorit sa le dezvoltam.

In al treilea capitol sunt prezentate rezultatele obtinute, descrierea si prezentarea
nanoparticulelor de Ag, inclusiv spectrul UV-VIS, metoda de detectic a ADN-ului prin SERS. In
capitolul este descrisa influenta utilizarii ionilor de Ca pentru detectia ADN-ului prin metoda SERS
si cum interactioneazd cu nanoparticulele de Ag. Un alt subiect discutat in acest capitol este
influenta stocarii probelor de ADN extras din sange, influenta care se poate observa in semnalul

SERS. Capitolul trei se incheie cu clasificarea pacientilor cu gena PML-RARa pe baza spectrelor

SERS, clasificare realizata in soft-ul Quasar.
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Capitolul I. Notiuni teoretice

1.1 ADN

Molecula care contine informatii genetice necesare pentru cresterea si dezvoltarea unui organism
se numeste acid dezoxiribonucleic sau ADN. Este compus din doud catene care se rotesc una peste
cealaltd si formeaza structura ADN-ul numita si dublu helix. Coloana vertebrald a fiecarei catene
care alcatuieste structura ADN este alcatuita la randul ei din grupari de fosfat si zahdr (dezoxiribozd)

(Figura 1.1). [1]

Base pairs [

Adenine Thymine

— )

Guanine Cytosine

Sugar phosphate
backbone

Figura 1.1 Reprezentarea ADN-ului [2]

Adenina asociatd cu Timina si Guanina asociatd cu Citozina sunt perechile de baze nucleotidice
purin-pirimida care alcatuiesc ADN. Aceste perechi de baza formeaza legaturi slabe de hidrogen

care tin helixul impreuna. [3]

Datorita structurii sale stabile, molecula de ADN poate fi utilizata ca model atat pentru sinteza

(transcriptie) moleculei ARN (acid ribonucleic), cat si pentru replicarea moleculelor de ADN noi. [3]

Cand ADN-ul se divide, se formeaza doua catene unice care functioneaza la randul lor ca sablon
pentru sinteza unei catene noi. Noile catene formeaza si ele legaturi de hidrogen care formeaza
helixul dublu. Fiecare catena formatd contine o catend din ADN-ul original si una suplimentara,

aceasta replicare folosind la transmiterea genetica. [4]
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In celula, ADN-ul este aranjat in complexe de proteine-ADN numite cromozomi. In celulele
eucariote, cromozomii sunt localizati in nucleu, iar ADN-ul se gaseste si in mitocondrii si

cloroplaste. [4]

In corp se pot produce reactii la nivelul ADN-ul, printre care si metilarea ADN-ului. Metilarea
ADN-ului este un proces biologic unde se adauga grupari de metil In moleculd sau proteine. De
exemplu, o gend poate deveni inactiva si poate inceta producerea de proteine daca o anumitad
secventa de ADN este metilatd. Aceasta reactie de metilare poate produce schimbdri a genelor si

dezvoltd un risc de aparitie a cancerului la persoane. [5]

Cea mai studiatd modificarea a ADN-ului este metilarea citozinei (Figura 1.2) care poate afecta
accesibilitatea regiunilor genomice la complexele de proteine care influenteaza structura cromatinei
sau afecteazd rata de transcriptie a genei. Un exemplu in acest sens este trecerea celulelor de la o

stare sanatoasa la neoplasme maligne 1n timpul cancerului [6]

NH, NH,

NZ~ Methylation NZ~
)\ | — /k |
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| Demethylation I H

DNA DNA
Cytosine 5-Methylcytosine

CH;

Figura 1.2 Metilarea citozinei [7]

Din studiile recente, s-a demonstrat faptul cd metilarea ADN-ului joaca un rol important in

initierea cancerului in organism, sustinerea lui si progresia acestuia in organism. [8]

ADN-ul celulelor canceroase au un model de metilare diferit atat cantitativ, cat si calitativ fata de
ADN-ul celulelor sandtoase. [8] Peisajul metilarii modificat epigenic se dovedeste a fi o trasatura
comund prezenta In majoritatea tipurilor de cancer si poate servi ca un biomarker universal pentru

cancer deoarece apar biomarkeri diferiti pentru fiecare tip de cancer. [9]
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Noile cercetari au aratat faptul cd metilarea poate avea un efect asupra unor caracteristici
specifice ale ADN-ului in solutie, cum ar fi structura sa, flexibilitatea si conformatia
tridimensionald. Acest lucru a fost pus pe seama naturii hidrofobe si marimilor mai mare ale

metilcitozinelor individuale decat citozinele normale. [9]

Unele studii au aratat cd ADN-ul genomic obtinut din celulele normale prezintd o tendintd mai
mare de a se agrega in solutii apoase in comparatic cu ADN-ul genomic obtinut din celulele
canceroase. Acest lucru poate din cauza caracteristicilor hidrofobe ale metilcitozinelor care, in
functie de cantitatile lor si de modelul lor, indiferent dacd sunt dispersate uniform sau grupate in
grupuri de-a lungul genomului, acestea pot conduce la conformatii distincte ale polimerilor ADN in

solutie. [9]

Detectia ADN-ului si analizarea sa au jucat un rol important in diferite domenii, cum ar fi
preventia bolilor, diagnostic, tratament si dezvoltarea pastilelor. Pana in ultimii ani s-au folosit
diferite tehnici de detectie si analiza a ADN-ului cum ar fi: hibridizarea moleculard, reactia in lant a
polimerazei (PCR) si cromatografia lichida de inalta performantd-spectroscopie de masda (HPLC-
MS). Toate tehnicile traditionale folosite pand acum sunt constranse de costuri mari, sensibilitate
slabd si proceduri complicate, ceea ce duce la pierderea de informatii epigenetice ale ADN-ului si

face mai greu de identificat intregul ADN. [10]

1.2 SERS (Spectroscopia Raman amplificata de suprafata)

Spectroscopia Raman analizeazd fotonii imprastiati din moleculd folosind o singurd lungime de
unda ca radiatie incidentd. Atunci cand norul de electroni care inconjoara nucleul este distorsionat de
fotonii din radiatie incidentd, polarizarea moleculei se schimba. Atunci cand polarizarea unei
molecule variaza in functie de vibratia sa, se poate observa efectul Raman. In timpul vibratiilor
legaturilor moleculare, pentru a avea efectul de Tmprastiere Raman, variatia polarizabilitatii trebuie
sa fie diferita de 0. Polarizarea este energia necesard pentru a determina o unda electromagnetica sa

distorsioneze norul electronic al unei molecule si sa producd un moment dipol. [11]
u=ak (D
o — polarizabilitatea moleculei

Polarizabilitatea moleculei aflatd sub un camp electric cu frecventa vo, poate fi scrisd in serie

Taylor.
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E =FEycos(2nvo t) (2)
Ja
o= o + (a_)o q+.. 3)
q
oo — polarizabilitatea moleculei in starea de echilibru
Re, q — deplasarea fata de pozitia de echilibru
q =R-R.=oacosrvi t) 4)
vi— frecventa vibratiei moleculei ca urmare a radiatiei laser
In concluzie, momentul de dipol indus se poate scrie in functie de 3 termeni (imprastiere Stokes
si anti-Stokes si radiatia Raylegh)

1
u=aoEo cos(Cnvi t) + > Eo a(z—jjo [cos2m(vi— vo)t + cos2m(vi-vo)t] )

Imprastierea Stokes reprezintd pierderea energiei a fotonilor radiatiei care ajung pe proba.
Acestia cedeaza moleculei energia pierduta pentru a fi excitata din nivelul de baza pe primul nivel
vibrational excitat. Impristierea anti-Stokes reprezinti fotonii care primesc energie de la moleculele
care trec din nivelul vibrational excitat In nivelul de baza. Radiatia Rayleigh reprezinta imprastierea
elastica a fotonilor pe proba (proces intalnit la cei mai multi fotoni), proces care nu oferd informatii

structurale despre moleculele aflate in proba. (Figura 1.3) [12]

Stokes shift Rayleigh Scattering Anti-Stokes Shift
Virtual State
“3T°r-- S i Sl Salai s
Photons
—l
1 v, V2 e e
s vy b ¥ e L
e Vo Vo
Vibration energy
level (Vy;p) Rayleigh
2 Stokes
2}
§ Anti-Stokes
£
Vox— Vvib Vex (excitation) Voxt Vyin

Figura 1.3 Reprezentarea tranzitiilor electronice in spectroscopia Raman [13]
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Pe baza imprastierii inelastice a fotonilor laser, spectroscopia Raman este un tip de spectroscopie
vibrationald care poate dezvilui detalii despre structura moleculard a unei probe. Avantajul
spectroscopiei Raman este capacitatea de a analiza o proba fara sau cu putini pasi de pre-procesare
si primirea rezultatelor rapid. In spectroscopia Raman, doar 1 din 10° dintre fotoni sunt imprastiati
inelastic pe proba, ceea ce duce la o sensibilitate scazuta a spectroscopiei. Pentru a putea imbunatati
sensibilitatea si detectarea de probe mai mici, este nevoie de o metoda ce poate amplifica semnalul

spectroscopiei Raman. Una dintre tehnicile care poate imbunatati semnalul este SERS. [14]

Pentru efectul de amplificare a spectroscopiei Raman, se pot folosi 2 teorii: teoria
electromagnetica si teoria chimica. In ambele teorii este necesard folosirea structurilor metalice de

marimi nanometrice care pot fi absorbite de proba sau aflate in apropierea probei. [15]

Teoria electromagnetica reprezintd o caracteristicd a substratului care nu ia in considerare
molecula tintd si apare ca urmare a localizarii la suprafata substratului a luminii. Factorul de
amplificare electromagneticd poate ajunge pand la valori de 10'°. In teoria electromagnetica,
nanostructurile trebuie s fie in apropierea moleculei, in zona de actiune a cAmpului electromagnetic

generat de vibratia plasmonica. [15]

In teoria chimica este necesara o interactiune fizico-chimica intre molecula si substratul metalic.
Teoria chimica este dependenta de nivele energetice ale moleculei si de tipul moleculei. Factorul de
amplificare chimic poate fi de ordinul 10° sau 10* In efectul chimic se intilnesc doui tipuri de
interactiuni: chemioabsorbtia si fizioabsorbtia (constd intr-o interactiune van de Waals intre

substratul metalic si molecula fara a schimba nivelurile energetice ale moleculei.)

Efectul chimic constd in transferul unui sarcini electrice intre substratul metalic si molecula
absorbita la suprafata metalica. Presupune transferul electronic intre nivelurile HOMO si LUMO.
HOMO este cel mai nalt orbital molecular ocupat si LUMO este cel mai jos orbital molecular

neocupat. [16]

Intre imprastierea Raman si SERS exista o relatie dati de ecuatia:

Psgrs = GsprsPraman = Ggg?SGgggglPRaman (6) [17]

Psers — puterea Raman

Praman — puterea SERS

11



Havrici Ana Maria Detectia genei PML-RARa din ADN prin spectroscopie SERS

Gsers — factorul de amplificare SERS care rezultd din doud mecanisme: amplificarea

electromagnetica si amplificarea chimica
GEM. ¢ — factorul de amplificare electromagnetica
GSBEM — factorul de amplificare chimicd [17]

SERS este o metoda analitica care necesita absorbtia analitilor pe nanosubstraturi metalice ( de
obicei aur sau argint) care pot fi de diferite forme, cum ar fi nanoparticule sferice, nanostele sau
nanodiscuri. Datorita amplificarii semnalului Raman, tehnica SERS poate fi utilizata pentru a studia

si a detecta cantitdti mici de substantd, ceea ce o face o tehnica bund pentru numeroase aplicatii. [18]

Nanostructurile din metal plasmonic sunt utilizate in tehnicile SERS deoarece ele produc
campuri electromagnetice intense localizate pe suprafata lor atunci cand sunt excitate de un laser ce
cade in rezonanta cu oscilatia plasmonilor de suprafatd Acest efect duce la o detectie senzitiva, fiind

detectate chiar concentratii la nivel de o singurd molecula. [19]

Deoarece moleculele de acid nucleic au semnale Raman intrinseci foarte slabe, care necesita
frecvent concentratii extrem de mari pentru a obtine semnale fiabile ale moleculelor de ADN, este
dificil sa se obtina semnalele moleculelor de ADN folosind spectroscopia Raman, care poate oferi o
amprentare specificd a diferitelor biomolecule la nivel molecular sau inferior. Datoritd acestor
probleme intdmpinate in detectia ADN-ului, SERS a deschis noi cai de detectare a structurilor

moleculare ale acidului nucleic prin utilizarea nanoparticulelor[ 18] (Figura 1.4) [20]

Concentration I I
///\ /

L) o ..
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o e® N N e BPq
: . 0: L] (xl-/‘ L) cy e
3 9 ?
. ]
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\/_/ %
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® Au@AgNPs KI ") Ca2* o~ DNA 0 Laser

Figura 1.4 Diagrama pentru detectia ADN-ului prin SERS cu nanoparticule [20]
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Figura 1.4 Spectrele SERS ale celor 4 nucleotide prezente in ADN (citozind, timind, guanina si

adenind) [21]
Spectrul SERS al ADN-ului este dominat de benzile SERS caracteristice bazelor azotate,

respective banda la 790 cm™! caracteristicd citozinei, banda de la 730 cm™ caracteristicd adeninei,

banda la 640 cm™ caracteristicd guaninei si banda de la 770 cm™ caracteristica timinei.

1.3 Leucemie acuta promielocitara

Leucemia promielocitara acuta este un subtip de leucemie mieloida acuta, adica un cancer cu o
crestere rapida a celulelor hematopoietice din maduva osoasa (reprezinta cam 10% din cazurile de

leucemii acute mieloide) si prezinta rate semnificative de vindecare a tratamentului. [22]

In general, leucemia promielocitard acutad apare la persoanele de varstda mijlocie, cu o varsta
medie de 47 de ani. Inainte de 20 de ani, leucemia promielocitard acuta este destul de neobisnuita si

incidenta este mai mare la barbati decét la femei. [23]

Proteina de fuziune PML-RARa reprezintd produsul unei translocatii cromozomiale echilibrate
t(15;17) si este prezentd in peste 95% dintre cazurile de leucemii acute promielocitare. Aceasta

translocatie cromozomiald suprapune gena de pe cromozomul 15 PML (gena leucemiei

13
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promielocitare) si gena RARa (receptor de acid retinoic o) de pe cromozomul 17 (Figura 1.5). [17]
Pe bratul lung al cromozomului 17, gena RARa (acid retinoic a) codifica factorii de transcriptie ai
receptorilor hormonali nucleari, care sunt implicati intotdeauna in leucemia promielocitard acuta

(LPA). Odata ce se leaga de acidul retinoic, creste expresia altor gene. [23]

Prezenta promielocitelor atipice mari si a precursorilor mieloizi in diferite stadii de dezvoltare in
sangele periferic este o caracteristica a leucemiei promielocitare acute. Pentru identificarea in timp
util a acestei boli, frontiul de sange periferic si testarea FISH (hibridizarea fluorescenta in situ)
pentru fuziunea PML-RARa trebuie ficute imediat cum se suspecteaza LPA. [18]. Testarea FISH
constd 1n atasarea la secventa tintd a unei sonde de ADN monocatenar, marcata fluorescent, pe baza
complementaritdtii, de o secventd tinta a unui cromozom. Hibridizarea sondei cu ADN celular este
vizualizatd la microscopul cu fluorescenta echipat cu filtre de excitatie si emisie, permitand citirea

semnalelor specifice zonei tinta. [24]

Pe langd aceste tehnici de diagnostic, ar trebui sd se efectueze si biopsia maduvei osoase,
imunofenotiparea si cariotiparea care poate identifica alte anomalii citogenetice coexistente si
subtipuri moleculare neobisnuite de LPA. Cariotiparea este o analiza genetica care poate determina
dacd o anumitad boald/malformatie in legaturd cu cromozomii poate fi geneticd. O altd metoda de
diagnostic este si observarea reactiei in lant a reverstranscriptazei-polimerazei (RT-PCR) pentru

PML-RARa ARN. [23]

Detectia unui transcript PML-RARa se realizeaza calitativ, prin izolarea si purificarea ARN-ului
mesager, urmatd de revers transcriere, pentru obtinerea matritei de ADN complimentar care va fi

folosit in etapa de detectie a secventelor de ADN tintd cu ajutorul unor primeri specifici. [22]

Intact chromosome Translocated chromosome

Chromosome 15 Chromosome 17

t(15;17)
— —
PML-RAR«
PML gene fusion
RARa gene i

14
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Figura 1.5. Translocatia cromozomiald intre cromozomul 15 si cromozomul 17 care rezultd

fuziunea genei PML si genei RARa [25]

Gena PML contine trei puncte de rupere diferite pe cromozomul 15, care sunt situate in
interiorul intronului 6 (berl care se intdmpla in 55% din cazuri), exonul 6 (ber2, care se Intdmpla in
5% din cazuri) si intronul 3 (bcr3, care se intampld in 40% din cazuri). Deci sunt fezabile trei
izoforme PML-RARa, cunoscute sub numele de long (L sau berl), variant (V sau ber2) si short (S

sau ber3). [26]

15
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Capitolul II. Materiale si metode

2.1. Probele de ADN

Probele de ADN utilizate in aceasta lucrare au fost prelevate de la pacienti diagnosticati cu
leucemie promielocitard acuta (LPA) si pacienti de control. Pacientii diagnosticati cu LPA sunt in
numar de 50, dintre care 31 de pacienti negativi la gena PML-RAR« si 19 pacienti pozitivi la gena
PML-RARa. Prezenta genei PML-RAR« a fost detectata prin next generation sequencing (NGS).

Pacientii de control sunt in numdr de 29.

2.2. Extragerea ADN-ului

Extragerea ADN-ului din sangele pacientilor s-a realizat utilizdnd un mini kit PureLink
(Figura 2.1) pentru ADN genomic procesul durand aproximativ 10-15 min. In recipientul de
centrifugare se adaugad proba de sange (640 pl) preparat cu PureLink Genomic Lisys/Buffer
(substanta ce are rolul de a liza continutul din sdnge) si etanol. Recipientul de centrifugare contine
un filtru de cu silica, pe care se leagd ADN-ul din lizat. In urma centrifugarii ADN-ul rimane legat
de suprafata de silica, restul solutiei trece prin filtru. Se centrifugheaza recipientul la 10.000xg timp
de un minut la temperatura camerei. Se elimina tubul de colectare si se introducere recipientul intr-
un PureLink Collection Tube care se afla in kit. Se adaugd 500 pl de wash buffer (solutie care se
foloseste pentru a elimina proteinele, ARN-ul si alte componente celulare din ADN) preparat cu
etanol in recipient si se centrifuga la 10.000 x g timp de 1 minut la temperatura camerei. Dupa pasul
de centrifugare, se elimind din nou tubul de colectare si se introduce recipientul intr-un PureLink
Collection Tube nou. Se adauga din nou 500 pul de wash buffer care este preparat cu etanol pentru a
elimina toate impuritdtile din ADN si se centrifugd la vitezd maxima timp de 3 minute la
temperatura camerei, iar apoi se elimind tubul de colectare a impuritdtilor. Recipientul se introduce
intr-un tub de microcentrifugare steril de 1.5 ml, dupd se adaugd 200 pl de PureLink Genomic
Elution Buffer in recipient si se centrifuga la temperatura camerei timp de 1 minut la vitezd maxima

si se obtine ADN genomic pur. [27]
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Figura 2.1. PureLink mini kit pentru extragerea ADN-ului genomic din sange [28]

2.3 Sinteza de nanoparticule de argint

Substratul metalic folosit pentru a amplifica semnalul Raman al probelor de ADN a fost o solutie
coloidald de nanoparticule de argint (AgNPs) reduse cu hidroxilamind hidroclorida (hya-AgNPs).
Sinteza a fost preparata conform metodei Leopold-Lendl. [29] Mai exact, 17 mg de AgNOs3 au fost
dizolvate in 90 mL de apa ultrapurd prin mixare. 17 mg de clorhidrat de hidroxilamina au fost
dizolvate in 8.8 mL de apa ultrapura, dupd care s-au adaugat 1.2 mL de NaOH cu o concentratie de
1% 1n solutia de clorhidrat de hidroxilamina. Amestecul rezultat a fost adaugat in solutia de AgNOs3
sub procesul de mixare, schimbindu-se la culoare in maro-galben si obtinandu-se solutia de
nanoparticule de argint. (Figura 2.2). La final, solutia de nanoparticule de argint a fost depozitata la

temperatura camerei.

Figura 2.2 Solutia coloidald de nanoparticule de argint reduse cu hidroxilamind hidroclorida.
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2.4 Achizitionarea spectrelor SERS ale probelor de ADN

Pentru achizitionarea spectrelor s-a folosit un spectrometrul Raman InVia Raman
(Renishaw) (Figura 2.3) echipat cu laser Nd:YAG cu frecventd dublad cu o lungime de unda de 532
nm. Laserul a fost focusat pe proba printr-un obiectiv de 20X (Leica NA 0.4).

Figura 2.3 Spectrometrul InVia Raman (Renishaw) [30]

Pentru a mentine concentratia de ADN uniforma, toate probele de ADN au fost diluate la 20
ng/uL. Pentru achizitionarea spectrelor ADN-ului, s-au amestecat SuL. de hya-AgNPs, 5 uL. de ADN
si 1 pL de Ca(NOs), (cu o concentratie finald de 5x10° M Ca?"). Din amestecul rezultat, s-a luat o
proba de 5 pL si a fost plasata sub microscop pe o lamela acoperitd cu o folie de aluminiu (Figura

2.4). Fiecare spectru reprezinta o medie a 3 achizitii de spectre, fiecare de cate 10 secunde.

Figura 2.4 Proba de ADN sub microscop
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Spectrele de emisie fluorescenta au fost achizitionate folosind sistemul Renishaw, prezentat
mai sus. In acest sens, s-a utilizat laserul 445 nm, ce cade in banda absorbtie a SybGreen, fluorofor
utilizat pentru detectia specific a ADN-ului dublu catenar. Probele au fost amestecate cu SybGreen
1X, naintea achizitionarii spectrelor de emisie fluorescentd. Pentru achizitionarea spectrelor de

fluorescenta a timpul de integrare a fost setat la 1 secunda.

2.5 Procesarea spectrelor

Spectrele SERS au fost procesate folosind soft-ul Quasar-Orange [31][32]. A fost pastrata
regiunea spectrald 400-1800 cm™, deoarece benzile SERS ale ADN-ului se afld in aceastd regiune,
dupa cum se observa in Figura 1.4. Ulterior, a fost redus baseline-ul spectrelor folosind metoda
Rubber-band. Rubber-band este o metoda de reducere a baseline-ului folosind mai multe functii
liniare. Urmatorul pas a fost normalizarea spectrelor folosind functia vector normalization.

Scopul final al lucrarii este dezvoltarea unor modele de clasificare de tip machine learning (ML)
aplicate pe spectrele SERS ale ADN-ului pentru a diferentia probele de AND ce au active gena
PML-RARa si probele de AND 1in care aceastd gend nu este activi. Intrucat numarul de probe (50
probe) este semnificativ mai mic decat numarul de variabile (1400 variabile), modelele de
clasificare de tip ML sunt susceptibile la overfitting. Pentru a reduce acest risc, Tnaintea construirii
modelelor de clasificare am redus dimensionalitatea setului de date. Reducerea dimensionalitatii
datelor s-a realizat folosind Analiza in componente Principale (PCA). Numarul de Componente
Principale (PC) a fost limitat la cele ce au varianta exprimatd nenuld. Pentru a ajuta diferentierea
celor doua grupe (PML-RARa pozitiv si negativ), a fost testat dacd exista diferente semnificative
din punct de vedere statistic intre distributia scorurilor probelor in grupul PML-RARa pozitiv si
negativ pe fiecare Componenta Principald (PC). Acest lucru a fost realizat folosind Student’s t-test,
cu ipoteza nuld: Nu existd diferente semnificative intre media scorurilor pe PC a probelor PML-
RARa pozitiv si negativ. Nivelul de semnificatie a fost setat la p=0.05.

PC care au rezultat intr-o valoare p mai mica de 0.05 au fost utilizate ca variabile input pentru

modelele de clasificare ML.

2.6 Modele de clasificare

Machine learning reprezintd algoritmi care invatd si face preziceri in baza unor date furnizate,

date de ,,training” fard a primit instructiuni explicite. ML este utilizat in diferite domenii, inclusiv in
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medicind. In medicini este utilizat pentru diagnostic si tratament. Intre metodele de ML se gisesc o

serie de modele de clasificare a datelor:

1. K-Nearest Neighbors (kNN) determina clasa unui punct de date pe baza claselor celor mai
apropiate k vecine ( se foloseste pentru seturi de date mici)

2. Random Forest este alcdtuit din mai multi ,,decision tree” (arbori de decizie) instruiti
folosind un set aleatoriu de exemple si atribute de ,,training”. Adunarea predictiilor de la mai
multi arbori de decizie minimizeaza variatiile si se imbunatateste performanta generala.

3. Naive Bayes este un model bazat pe teorema lui Bayes unde se presupune independenta
conditionata a caracteristicilor. Fiecare clasa este vazuta ca un grup de densitati.

4. Logistic Regression este un model liniar in care se foloseste functia logistica pentru a prezice

probabilitatile claselor binare.

Dupad cum am mentionat mai sus, modele de clasificare de tip ML invatd un pattern pentru a
distinge grupele (pattern dedus pe setul de date training), urmind ca apoi performanta lor sa fie
demonstratd prin aplicarea acelui pattern pe un alt set de date (set de date test). Pentru seturile de
date cu numar mic de probe, pentru a valida modelul se foloseste cross-validare. Astfel, setul de date
este Tmpartit in training si set (procentul de date ce ajung in training si test poate fi ales de
utilizator), performanta fiind indicatd pe setul de date test. Procedura se repeta de n ori (n putand fi
definit de utilizator) iar rezultatul final reprezintd o medie a performantei clasificatorilor pentru toate
seturile de date test. Cross-validarea este o tehnica care este folosita pentru evaluarea performantei
unui model de clasificare si generalizarea sa. Cross-validarea are ca si scop asigurarea faptului ca
modelul de clasificare Invata intr-un mod care nu depinde de un set specific de date si reducere
overfitting-ul. Overfitting-ul este un model care se potriveste perfect cu setul de date folosit la

training, dar nu $i cu un set de date nou.

Inainte de antrenarea modelului se seteaza hiperparametrii. Hiperparametrii sunt parametrii unui
algoritm de ML care influenteazd modul in care algoritmul poate invata si pot avea un impact asupra

performantei finale. Fiecare model de clasificare are hiperparametrii:
1. In modelul Random Forest existd numirul de arbori care se poate modifica
2. In modelul kNN exista numarul de vecini folositi pentru a face o predictie

3. In modelul Logistic Regression existd puterea de regularizare care poate fi modificati de la

slab la puternic si poate influenta modelul.
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Capitolul III. Rezultate

3.1. Sinteza AgNPs

Nanoparticulele de Argint utilizate pentru amplificarea semnalului SERS in acest studiu au
fost sintetizate conform metodologiei descrise in Capitolul 2, subcapitolul 2.3, metoda introdusa de
Leopold si Lendl. [29]. Pentru aceste nanoparticule de argint a fost achizitionat un spectru de
absorbtie UV-VIS (Figura 3.1), ce arati formarea AgNPs dupa sintezi. In Figura 3.1 se observi
prezenta benzii de rezonantd plasmonica a AgNPs, cu un maxim la 408 nm, ce corespunde cu
literatura de specialitate [32] pentru AgNPs de forma sferica, acoperitd cu ioni de clor, continuti in

solutia de hidroxilamind hidroclorida.

0.1
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Figura 3.1. Spectrul de absorbtie UV-VIS al coloidului hya-AgNPs

Nanoparticulele de Argint au fost caracterizate morfologic si din punct de vedere al
stabilitatii folosind metoda Dynamic Light Scattering, ce a aratat un diametru hidrodinamic mediu al
AgNPs de 62+6 nm (Figura 3.2). Stabilitatea hya-AgNPs este demonstratd de Zeta Potentialul de
-19+6 mV.
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Figura 3.2. Distributia diametrului hidrodinamic al hya-AgNPs.

3.2. Detectia SERS a ADN-ului
3.2.1. Rolul Ca*" in detectia SERS a ADN-ului

Pentru amplificarea semnalului SERS a ADN-ului, acesta trebuie sd se afle in proximitatea
nanoparticulelor. In acest sens, Moisoiu et al. [14] utilizeazd ioni de Ca’?" pentru obtinerea
semnalului SERS a ADN-ului, fard a ardta daca semnalul ADN-ului nu este deloc vizibil fara
adausul de cation, sau nu. De aceea, in lucrarea de fatdi am dorit si testez influenta Ca®" asupra
semnalului SERS a ADN-ului. In toate experimentele Ca®" a fost introdus in solutie sub forma de

Ca(NO3)s.

Amestecand ADN cu hya-AgNPs, se observa doar semnalul Raman caracteristic apei (banda
de bending H-O-H 1620 cm™), fira nicio contributie a ADN-ului. Dupa adiugarea Ca®" se observa
aparitia semnalului SERS caracteristic ADN (680 cm’, caracteristic guaninei, 790 cm’

caracteristici citozinei, 730 si 1332 cm™ caracteristic adeninei).

Calciul joacd un rol important in detectia ADN prin SERS deoarece ionii de calciu adaugati
ajutd la stabilizarea structurii ADN-ului si la atasarea ADN-ului de suprafetele plasmonice. Prin
utilizarea calciului se poate imbunatati specificitatea tehnicii SERS in detectia ADN-ului prin

legarea sa de nanoparticulele de metal.
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Figura 3.3. Spectrul SERS al ADN-ului in prezenta hya-AgNPs inainte si dupd adiugarea Ca*".

Pentru a vedea dacd amplificarea semnalului SERS a ADN-ului in prezenta Ca®'este un
rezultat al adsorbtiei ADN-ului pe suprafata NPs, am achizitionat spectrul de fluorescentd al ADN-

ului marcat cu SybrGreen inainte si dupa adiugarea Ca*". (Figura 3.4)
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Figura 3.4. Adsorbtia ADN pe hya-AgNPs in prezenta Ca®". Spectrul de emisie fluorescenti a
fluoroforului SybrGreen ce marcheaza ADN-ul obtinut intr-o solutie ce contine hya-AgNPs si ADN

(rosu) si o solutie ce contine hya-AgNPs/ADN/Ca*" (negru).

Amestecand doar hya-AgNPs cu DNA, ADN nu adsoarbe la suprafata AgNPs, ceea ce se
observa prin emisia fluorescentd a SybrGreen (maxim la 520 nm, spectru rosu Figura 3.4.) ce se
leagd de ADN liber in solutie si emite semnal fluorescent. De mentionat este faptul ca SybrGreen
emite fluorescentd doar atunci cand se leagd de molecule de ADN. Dupi adiugarea Ca* (spectru

negru Figura 3.4) emisia fluorescentd se diminueaza ca efect al adsorbtiei ADN pe suprafata NPs.

Pentru acest studiu numirul total de probe de la pacienti a fost de 114. In timpul achizitiei
spectrelor s-a observat ca pentru anumite probe ADN-ul de era detectabil, iar pentru unele probe era.
S-a observat o corelatie a raportului absorbantei la 260/280, raport ce indicd puritatea si calitatea
ADN-ului cu aparitia sau lipsa spectrului SERS corespunzitor ADN-ului. In Figura 3.5 este
prezentatd media spectrelor SERS pentru probele cu raportul 260/280 mai mica decat 1.8, respectiv

cu raportul 260/280 mai mare decat 1.8.
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3.2.2. Influenta stocéarii probelor in achizitionarea spectrelor SERS a ADN-ului

ADN-ul analizat initial a provenit dintr-o bancd de probe adunate pe parcursul a 10 ani.
ADN-ul a fost extras ulterior din probele de sange inghetate si inghetat pentru o perioada de un an.
Ulterior, probele de ADN 20 ng/ul au fost masurate prin spectroscopie SERS. Figura 3.6 prezinta

spectrul mediu al probelor de ADN extrase dupa o inghetare in prealabil a probelor

25000 - —— Probe inghetate/ ADN inghetat

3 20000 [~

Intensity/ cts
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Figura 3.6 Spectrul SERS mediu al probelor de ADN extras din sdnge inghetat si stocat.
Dupa extractie ADN-ul a fost inghetat si stocat pentru o perioada de un an inainte achizitionarii

spectrelor SERS.

Dupa cum se observa in Figura 3.6 in acest caz nu a putut fi Inregistrat spectrul SERS al
ADN-ului, probabil stocarea acestuia conducand la degradarea lui. Acest lucru se observa si din
faptul cd mai mult de 50% din probe au avut un raport al Absorbantelor 260/280 mai mic de 1.8 ceea

ce indica impuritatea probelor, probabil ca rezultat a degradarii ADN-ului pe perioada stocarii.

In continuare, a fost extras ADN-ul din probele de sange inghetate, urmand ca spectrul SERS

al ADN sa fie achizitionat fara stocarea prealabild a acestuia. Figura 3.7 prezinta media spectrelor

SERS ale probelor de ADN in acest caz.
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Figura 3.7. Spectrul SERS mediu al probelor de ADN extras din sange inghetat si stocat. Dupa

extractie ADN-ului spectrele SERS au fost inregistrate, fara ca probele sa fie stocate.

Benzile SERS caracteristice ADN au fost detectate. Acest lucru aratd importanta
achizitiondrii spectrelor SERS imediat dupad extragerea ADN-ului din probe, stocarea lui pentru o

perioada lunga conducand la imposibilitatea analizei SERS a probelor de ADN.

Pentru a compara daca stocarea probelor de sange influenteaza calitatea ADN-ului si a
spectrelor SERS achizitionate, au fost prelevate probe de singe proaspete de la pacienti control.
ADN-ul a fost extras fara inghetarea probelor de singe. Dupd extragerea ADN-ului au fost

achizitionate spectre SERS (Figura 3.8).
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Figura 3.8 Spectrul SERS mediu al probelor de ADN extrase din sange proaspat.

Se observa o diferentd semnificativd in intensitatile benzilor SERS ale ADN-ului intre
probele de ADN extrase din probe proaspete de sange comparative cu cele extrase din probe
inghetate si stocate o perioada lungd de timp. Benzile SERS caracteristice adeninei la 730 si 1330
cm’!, guaninei 680 cm™ si citozinei 790 ¢cm’! sunt semnificativ mai intense in cazul probelor
proaspete de sange. In concluzie, inghetarea si stocarea probelor de ADN extras dar si a probelor de
sange naintea extractiei ADN-ului conduce la diminuarea semnalului SERS. Astfel, pentru a putea

utiliza tehnica SERS ca metoda de screening pe baza ADN-ului este important ca probele sa fie

proaspdt extrase fard inghetare.

ADN-ul din probele control a fost extras din probe proaspete, neinghetate, rezultand intr-o
calitate mai buna a spectrelor SERS. Acest lucru se observa si prin cantitatea mai mare extrasa, si

prin raportul 260/280 de la Nanodrop.

De aceea, o comparatie Intre pacientii CTRL si pacienti diagnosticati cu PML-RARa nu este
posibila deoarece probele pacientilor de control sunt probe proaspete, care nu au fost inghetate si

stocate.
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3.3. Clasificarea pacientilor cu gena PML-RARa pozitiva si negativa pe baza spectrelor SERS
ale ADN-ului

Au fost achizitionate spectre SERS ale ADN-ului extras din probe de sange de la n=29 CRTL
si n=50 pacienti cu cancer, dintre care 31 de pacienti negativi la gena PML-RARa si 19 pacienti

pozitivi la gena PML-RARa.

Dupa cum am mentionat in capitolul 2, subcapitolul 2.5, spectrele au fost procesate in soft-ul

Quasar. Workflow-ul realizat pentru procesarea spectrelor si clasificarea lor este prezentat in figura

3.11
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Figura 3.11 Workflow-ul in Quasar utilizat pentru procesarea spectrelor SERS

Spectrele SERS ale probelor de ADN au fost procesate dupa cum este descris in sectiunea

Materiale si metode. Media spectrelor SERS ale ADN-ului cu PML-RARa pozitiv si negativ este

prezentd in figura 3.12.
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Figura 3.12 Spectrul SERS mediu al probelor de ADN extras de la pacienti cu gena PML-RAR«

pozitiv (portocaliu) si negativ (albastru).

Spectrele au fost normalizate la intensitatea benzii Raman 1045 cm™ caracteristicdi NO3,
deoarece in toate probele a fost adiugat aceeasi cantitate de Ca(NOs),, respectiv concentratie 5x107

M.

Se observa vizual diferente intre spectrele SERS medii ale probelor de ADN cu gena PML-
RARa pozitiva si negativd. Pentru probele de ADN cu gena PML-RARa pozitivd banda SERS
caracteristici citozinei (790 cm™') este mai intensd comparativ cu probele unde gena PML-RARa
este negativa. Pe de altd parte, banda SERS caracteristici adeninei (730 cm™) este mai intensi in
cazul lipsei genei PML-RARa. In plus, banda SERS caracteristica vibratiei POs- de la backbone-ul
ADN-ului este relativ la aceeasi intensitate, insemnand ca aceeasi concentratic de ADN este
adsorbita la suprafata hya-AgNPs si detectatd prin SERS. Prin urmare, variatiile benzilor SERS
caracteristice bazelor azotate, nu sunt datoritd unei cantitati diferite de ADN adsorbit, ci ca urmare a

unei geometrii diferite de adsorbtie intre probele cu gena PML-RARa pozitiv si negativ.

In continuare s-a dorit construirea unor clasificatori de tip machine learning care sa

discrimineze probele de ADN cu gena PML-RARa pozitiva si negativa pe baza spectrelor SERS ale
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ADN-ului. In acest sens, primul pas a fost preprocesarea spectrelor urmati de reducerea
dimensionalitatii setului de date folosind analiza In componente principale (PCA). S-au pastrat

primele 3 componente principale (PC) care exprima 98.8% din varianta initiald. (Figura 3.13).

Propartion of vari

principal Compon erts

Figura 3.13 Varianta exprimata de primele 10 PC-uri.

Pe baza celor 3 PC-uri a fost urmaritd tendinta de clusterizare a spectrelor SERS ale ADN-

ului in functie de prezenta genei PML-RARa. Score-ploturile aferente PC1, PC2 respectiv PC3 sunt

prezentate in figurile 3.14 s13.15.
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Figura 3.14 Score plot PC1 vs PC2 reprezentand probele de ADN cu gena PML-RARa negativ

(albastru), respectiv pozitiv (portocaliu).

PCA este o metoda nesupervizata de reducere a dimensionalitatii datelor. Atribuirea culorilor
specifice grupului din care face parte fiecare proba se realizeaza dupa construirea noilor variabile
numite Componente Principale (PC). In acest nou spatiu determinat de PC-uri se poate analiza daca,

in mod nesupervizat, se detecteaza o informatie ce duce la discriminarea datelor.

Se observa o gruparea a probelor cu gena PML-RARa pozitiv in dreapta jos in scoreplot-ul
definit de PC1 vs PC2 si la fel in cazul scoreplot PC1 vs PC3. Probele PML-RARa negativ sunt
impragstiate pe ambele scoreploturi aratdnd o variatie mai mare a semnalului SERS 1n interiorul

acestei grupe.
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Figura 3.15 Score plot PC2 vs PC3 reprezentand probele de ADN cu gena PML-RARa negativ

(albastru), respectiv pozitiv (portocaliu).

In continuare, am construit diferite modele de clasificare pentru a testa performanta

spectroscopiei SERS in detectia genei PML-RARa. Astfel, scorurile primelor 3 PC-uri au fost

folosite ca input pentru modelele de clasifica kNN, logistic regression, random forest si naive bayes.

Toate modelele au fost cross-validate folosind metoda leave-one-out. Hiperparametrii au fost

determinati prin trial-and-error pentru a obtine acuratetea de clasificare maxima. Performanta

modelelor este masuratd prin matrice de performantd cum ar fi: acuratetea, recall, Fl-score si

specificitatea. Tabelul 3.1 prezintd matricele de performanta pentru clasificarea probelor cu gena

PML-RARa pozitiv, respectiv negativ.
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Tabel 3.1. Performanta de clasificare a probelor de ADN cu gena PML-RARa pozitiv si
negativ pe baza spectrelor SERS folosind modelele kNN, Logistic Regression, Naive Bayes si

Random Forest

Model Acuratetea ~ de Scor F1 Sensibilitate Specificitate
clasificare

kNN 0.735 0.707 0.735 0.510

LR 0.776 0.752 0.776 0.566

Naive Bayes 0.633 0.633 0.633 0.503

Random Forest 0.735 0.726 0.735 0.585

In urma rezultatelor obtinute la modele de clasificare, modelul kNN a rezultat o acuratete de
clasificare de 73%, la modelul Logistic Regression s-a obtinut o acuratete de clasificare de 77%, la
modelul Naive Bayes o acuratete de clasificare de 63% si la modelul Random Forest o acuratete de
clasificare de 73%. Media acuratetei probelor de ADN cu gena PML-RARa pozitive si negative este
de 70%.

In continuare, stiind ci majoritatea benzilor SERS caracteristice bazelor azotate din ADN-
ului se afld in regiunea 600-1000 cm™, am folosit pentru clasificare doar aceastd regiune in spectru
pentru a vedea dacd putem imbunititii modelul. Regiunea din spectru SERS de la 1000-1800 cm’

prezinta benzi caracteristice AND, insa se observa o suprapunere mare a acestora. (Figura 3.16)
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Figura 3.16 Spectrul SERS mediu al probelor de AND cu gena PML-RARa pozitiva, respectiv

negativi in regiunea spectrali 600-1000 cm'!

Ca o comparatie, am procesat spectrele pastrand regiunea spectrali 600-1000 cm™ si au fost
realizati aceeasi pasi de procesare si modele de clasificare ca mai sus. In acest caz, la analiza PCA

au fost pastrate primele 14 PC-uri care exprima 90,3 % din variantd (Figura 3.17).
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Figura 3.17. Varianta exprimata de primele 19 PC-uri.

Cum am mentionat anterior PCA este o metodd nesupervizata, ceea ce inseamna ca nu tine
cont de grupa din care fiecare probd face parte. Astfel, chiar dacd PC-urile contin informatie
spectrald, si nu zgomot, nu este neapdrat necesar ca aceastd informatie sa fie relevanta pentru
discriminarea grupelor. Astfel, pentru a ajuta modelele de clasificare, se poate face o filtrare la
variabilelor inaintea construirii modelelor de tip ML. In cazul nostru, filtrarea variabilelor am ficut-
o utilizdnd Student’s t-test ce testeaza daca distributiile scorurilor unei variabile se suprapun in cele
doua grupe, PML-RARa pozitiv si negativ. Daca distributiile se suprapun, valoare p rezultate in
urma testului este mai mare de 0.05 si inseamnd cd din punct de vedere statistic acea variabila nu
ajutd la discriminarea celor doud grupe. Daca valoare p este mai micd de 0.05 Tnseamna cd exista o
diferenta intre scorurile probelor cu PML-RARa pozitiv si negativ si putem folosi acea variabila

pentru a clasifica probele, asadar am folosit PC1, PC2 si PC4 (Figura 3.18, Figura 3.19, Figura 3.20)
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Figura 3.18 Student’s t-test pentru PC1
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Figura 3.19 Student’s t-test pentru PC3
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Figura 3.20 Student’s t-test pentru PC4

36

0.15



Havrici Ana Maria Detectia genei PML-RARa din ADN prin spectroscopie SERS

Figura 3.21 Score plot-ul pentru PC1 vs PC2 a probelor de ADN cu gena PML-RARa pozitiva

(portocaliu), respectiv negativa (albastru)
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Figura 3.22 Score plot-ul pentru PC1 vs PC4 a probelor de ADN cu gena PML-RARa pozitiva

(portocaliu), respectiv negativa (albastru)
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Dupa realizarea testului, am aplicat acelasi pas urmator, Test and Score pentru a verifica
performanta. Am folosit aceleasi modele de clasificare: Logistic Regression, Naive Bayes, kNN si

Random Forest, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 3.2.

Tabel 3.2. Performanta de clasificare a probelor de ADN cu gena PML-RAR« pozitiv si
negativ pe baza spectrelor SERS folosind modelele kNN, Logistic Regression, Naive Bayes si

Random Forest .

Model Acuratete F1 Sensibilitate Sensitivitate
kNN 0.694 0.568 0.694 0.306
Random Forest 0.735 0.736 0.735 0.585
Naive Bayes 0.653 0.661 0.653 0.586
LR 0.796 0.796 0.796 0.724

In urma rezultatelor obtinute la modele de clasificare, modelul kNN a rezultat o acuratete de
clasificare de 69%, la modelul Random Forest s-a obtinut o acuratete de clasificare de 73%, la
modelul Naive Bayes o acuratete de clasificare de 65% si la modelul Logistic Regression o acuratete
de clasificare de 79%. Media acuratetei probelor de ADN cu gena PML-RAR« pozitive si negative
este de 75%.

Ca si o concluzie pentru rezultatele obtinute In urma modelelor de clasificare pentru regiunea
spectrald 400-1800 cm™ si regiunea 600-1000 cm™! s-a observat faptul cd rezultatele si acuratetea

probelor ADN cu gena PML-RARa depind si de regiunea spectrala aleasa.
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Concluzii

In aceasta lucrare s-au achizitionat spectre SERS de la probe de ADN extrase de sange de la
pacienti cu leucemie acuta promioleucitara (n=50), dintre care 31 cu gena PML-RARa pozitiva,
respectiv 19 cu gena PML-RARa negativd. Pentru achizitionarea spectrelor SERS s-a folosit Ca?*
deoarece conduce la adsorbtia ADN-ului la suprafata nanoparticulelor de Ag si pentru a amplifica
semnalul SERS. S-a observat faptul ca stocarea si inghetarea probelor de sange si ADN-ul extras si
stocat poate duce la un semnal slab SERS si degradarea ADN-ului, din acest motiv ADN-ul a fost
proaspat extras din probele de sange care au fost inghetate si stocate pentru a obtinute un semnal mai
bun al spectrelor SERS. Dupa extragerea ADN-ului din nou s-a observat o Tmbunatatire si o
diferentd a semnalului SERS, asadar cu cat probele de ADN sunt mai proaspete, fara a fi inghetate si

stocate, obtinem un semnal SERS favorabil.

Metoda actualad de verificare a prezentei genei PML-RARa se face prin secventierea ADN-
ului, care poate fi o metodd costisitoare, o metoda care necesitd mult timp pentru obtinerea
rezultatelor si o metoda ce necesita o pregatire mai ampla a probelor de ADN extrase. Ca si o
concluzie la rezultatele obtinute pe baza spectrelor SERS obtinute de la probele de ADN cu gena
PML-RARa pozitiva, respectiv negativa se poate determina cu o acuratete de 79.6%. Studiul de fatd
reprezintd un studiu proof-of-principle ce trebuie validat pe o cohortd mai mare de pacienti cu gena

PML-RARa cunoscuta.
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