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Abstract

Prezenta tezd de doctorat investigheaza rolul derivatilor grafenici si nanotuburilor de carbon (CNTs)
in modificarea membranelor de nitroceluloza (NC), in vederea dezvoltarii unei abordari inovatoare pentru
extractia si detectia bazata pe fluorescentd a oligonucleotidelor de dimensiuni mici din medii ionice
complexe. Obiectivul general este proiectarea unei platforme optice noud, simpla, cu cost redus si fiabila,
capabila sa depaseasca limitarile actuale din domeniul biosenzorilor, asociate cu izolarea si detectia acizilor
nucleici Tn concentratii scazute, precum si cu stabilitatea platformelor in probe biologice. Pentru atingerea
acestui obiectiv, au fost urmarite trei directii de cercetare, axate pe proiectarea si optimizarea progresiva a
membranelor de NC modificate cu derivati de grafend si CNTs. Intr-o prima etap, directia principala de
cercetare a vizat dezvoltarea unei membrane de NC modificate cu oxid de grafend (GO), utilizata ca
platforma de baza, permitdnd investigarea proceselor de adsorbtie, extractie si a raspunsului fluorescent al
oligonucleotidelor in medii biologice simulate. Aceastd etapa a oferit o Intelegere fundamentala a rolului
timpului de incubare si al compozitiei mediului in determinarea eficientei extractiei, a generarii semnalului
si a stabilitatii platformei in medii apoase.

Pornind de la aceste rezultate, a doua directie de cercetare s-a concentrat pe modificarea membranelor
de NC cu oxid de grafena redus, functionalizat cu amino-polietilenglicol (NH2-PEG-rGO), rezultand intr-o
extractie si detectie fluorescenta a oligonucleotidelor imbunatatita. O atentie deosebita a fost acordata rolului
mediilor ionice complexe, demonstrand cd ionii divalenti, in special Mg*, influenteaza semnificativ
procesele de adsorbtie-desorbtie si raspunsul fluorescent, conducand la o eficientd crescutd a extractiei in
conditii optimizate.

In etapa finald, designul platformei a fost extins prin utilizarea combinati a NH--PEG-rGO si a
nanotuburilor de carbon cu un singur perete (SWCNTSs), valorificand proprietatile complementare de
adsorbtie si de stingere a fluorescentei ale acestor nanomateriale. Rezultatele evidentiaza efectul sinergic
dintre SWCNTs si NH2-PEG-rGO, unde suprafata specifica crescutd, stabilitatea structurald imbunatatita si
interactiunile electronice intensificate, impreund cu complexitatea mediului ionic utilizat, conduc la o
adsorbtie mai eficientd a oligonucleotidelor si la 0 modulare mai eficienta a semnalului fluorescent.

In ansamblu, aceasti teza contribuie la dezvoltarea biosenzorilor prin intelegerea modului in care
nanomaterialele pe bazd de grafend, nanotuburile de carbon si mediile ionice interactioneaza la interfata
solid-lichid pentru a controla extractia oligonucleotidelor si detectia bazatd pe fluorescentd. Rezultatele
obtinute sustin dezvoltarea de platforme optice eficiente, scalabile si orientate spre aplicatii, cu potential de
a avansa tehnologiile de detectie optica si de a permite integrarea acestora in aplicatii practice pentru

diagnosticare si sisteme de tip point-of-care.






Rezumatul tezei de doctorat
Obiective generale

Dezvoltarile recente in tehnologia biosenzorilor au evidentiat necesitatea unor platforme
analitice care sa fie nu doar foarte sensibile si selective, ci si usor de utilizat, fiabile si adaptabile la
conditii biologice complexe. Acesti factori sunt deosebit de importanti in medicina regenerativa,
mai ales in studiul bolilor osoase, precum osteosarcomul, mielomul multiplu, metastazele osoase si
osteoporoza, unde detectia biomoleculelor prezente In concentratii reduse, in special a
oligonucleotidelor scurte, este esentiald pentru monitorizarea modificdrilor moleculare timpurii, a
comportamentului celular, a diferentierii osteogenice, a remodeldrii matricei extracelulare si a
raspunsului terapeutic. Totusi, dimensiunea redusd a oligonucleotidelor genereazd dificultati
analitice, deoarece chiar si tehnicile conventionale intdmpind limitari n extractia si detectia eficienta
a acestora, din cauza abundentei scazute si a susceptibilitatii crescute la degradare in probe
biologice. Pornind de la aceste provocari si de la necesitatea tot mai mare de metode analitice rapide,
sensibile si fiabile, aceasta tezd abordeaza o lacund existentd iIn domeniul biosenzorilor prin
investigarea utilizdrii derivatilor grafenici si a nanotuburilor de carbon pentru dezvoltarea unor
platforme optice sensibile destinate extractiei si detectiei oligonucleotidelor scurte.

Obiectivul principal al acestei teze este investigarea modului in care derivatii pe baza de
grafend si nanotuburile de carbon pot fi utilizati pentru modificarea membranelor de nitroceluloza
(NC), in vederea dezvoltdrii unei aborddri noi pentru extractia si detectia fluorescenta a
oligonucleotidelor scurte. In acelasi timp, teza analizeazi rolul compozitiei materialului, al
modificarii de suprafata si al complexitatii mediului ionic de adsorbtie in modularea performantei
analitice a platformei. Prin aceasta abordare, teza ofera o intelegere mai profunda a modului in care
derivatii grafenici, nanotuburile de carbon si conditiile ionice influenteaza extractia
oligonucleotidelor scurte si raspunsul fluorescent la interfata membranei de NC, unde adsorbtia la
distantd mica si transferul interfacial de electroni controleazd stingerea semnalului fluorescent,
conducand la un contrast analitic imbunatatit, stabilitate crescuta si reducerea degradarii membranei
in conditii biologice complexe.

Teza este organizata In doud parti principale. Prima parte prezinta stadiul actual al cercetarii
in domeniul biosenzorilor, descrie obiectivele generale ale tezei si ofera o prezentare concentrata
asupra metodelor analitice, strategiilor de transductie si materialelor avansate utilizate pentru
detectia oligonucleotidelor si pentru aplicatii biomedicale asociate. A doua parte prezinta

contributiile originale ale acestei teze, cu accent pe proiectarea si optimizarea platformelor optice



sensibile, bazate pe derivati grafenici si nanotuburi de carbon, pentru extractia si detectia
oligonucleotidelor scurte. Toate datele care sustin aceastd tezd sunt prezentate in capitolele
urmatoare, descrise pe scurt mai jos.

Capitolul 1 introduce stadiul actual al cercetdrii in domeniul biosenzorilor si prezinta
obiectivele generale care sustin structura acestei teze. Pe baza acestor elemente, Capitolul 2
stabileste fundamentele teoretice pentru metodele si materialele selectate, in urma analizei
literaturii. Acesta concluzioneaza ca aborddrile optice bazate pe fluorescentd, care utilizeaza
fluorofori precum fluoresceina in combinatie cu derivati grafenici si nanotuburi de carbon ca
quencheri, integrati pe membrane de NC ca suporturi solide, pot depasi eficient provocarile analitice
din biosenzori asociate cu extractia si detectia oligonucleotidelor scurte in probe biologice.

Pornind de la aceste considerente, Capitolul 3 prezinta prima parte originald a tezei,
concentratd pe dezvoltarea unei platforme optice bazate pe modificarea membranelor de NC cu oxid
de grafena (GO) pentru extractia oligonucleotidelor. Fabricarea cu succes a platformei a fost
confirmata prin caracterizare fizico-chimica utilizdnd spectroscopie in infrarosu cu transformata
Fourier (FTIR), microscopie electronicd de baleiaj (SEM) si madsuratori de umectabilitate.
Performanta de adsorbtie a platformei dezvoltate a fost evaluata utilizand o secventd de ssDNA
marcata fluorescent in medii complexe la pH 7,0, pe bazd de apa, Alpha Minimum Essential
Medium (aMEM) si aMEM suplimentat cu ser fetal bovin (FBS), pentru diferite perioade de
incubare. Acidul dezoxiribonucleic monocatenar marcat fluorescent, sSDNA, a fost apoi detectat
prin incubarea membranelor intr-o solutic de desorbtie la pH 8,0, permitind eliberarea
oligonucleotidelor din platforma obtinutd intr-o solutie adecvatd pentru analiza fluorescenta.
Rezultatele au demonstrat cd eficienta extractiei si rdaspunsurile fluorescente sunt puternic
influentate atdt de modificarea suprafetei membranei de NC cu GO, cat si de conditiile
experimentale, in special de timpul de incubare si de compozitia mediului. Aceste rezultate au
permis identificarea celor mai adecvate conditii de lucru pentru studiile ulterioare, constituind baza
tezei pentru optimizarea platformei in Capitolul 4.

Reprezentand a doua parte originald a acestei teze, acest capitol se concentreazd pe
modificarea membranelor de NC cu oxid de grafena redus functionalizat cu amino-polietilenglicol
(NH2-PEG-rGO), pentru imbunatatirea extractiei oligonucleotidelor si a detectiei bazate pe
fluorescentd. Modificarea suprafetei platformei dezvoltate a fost investigatd in detaliu, fiind
sustinutd de caracterizare fizico-chimica prin FTIR, SEM si analizd de umectabilitate, care au
evidentiat modificdri morfologice si interfaciale semnificative, inclusiv cresterea hidrofobicitatii

membranei modificate. In paralel, o atentie deosebiti este acordatd rolului mediilor complexe
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optimizate identificate in capitolul anterior, demonstrand ca atat suplimentarea cu ioni divalenti, cat
si tipul acestora, precum Mg* si Mn?", influenteaza puternic imobilizarea oligonucleotidelor si
raspunsul fluorescent. Rezultatele au indicat ca mediile care contin MgCl. ofera cele mai favorabile
conditii, imbunatatind semnificativ eficienta extractiei comparativ cu platforma nemodificata,
evidentiind astfel rolul critic al compozitiei ionice si al modificarii de suprafatd in modularea
performantei platformei la interfata membranei.

Extinzand aceste rezultate, Capitolul 5, care reprezinta a treia parte originala a tezei,
avanseaza proiectarea platformei prin utilizarea combinatd a NH>-PEG-rGO si a nanotuburilor de
carbon cu un singur perete (SWCNTS), cu scopul de a imbunatati eficienta extractiei si modularea
semnalului fluorescent prin valorificarea proprietatilor complementare de adsorbtie si quenching ale
acestor nanomateriale pe baza de carbon. Acest capitol sustine modificarea platformei prin analize
fizico-chimice si structurale complexe, inclusiv FTIR, spectroscopie Raman, spectroscopie de
fotoelectroni de raze X (XPS), SEM si masurdtori de umectabilitate, care confirmd integrarea cu
succes si modificarile interfaciale. In acest context, influenta conditiilor ionice este clarificati
suplimentar, demonstrand cd mediile care contin ioni divalenti, in special MgCl., favorizeaza
interactiuni mai puternice intre membrana modificata si oligonucleotide, conducand la un raspuns
fluorescent imbunatatit si la randamente mai mari de extractie. Platforma optimizata prezinta o
performanta analiticd imbunatatita comparativ cu sistemele dezvoltate anterior, confirmand efectul
sinergic al compozitiei materialului si al complexitatii conditiilor ionice.

Rezultatele sunt consolidate in Capitolul 6, care prezinta concluziile generale ale tezei si
sintetizeaza principalele contributii stiintifice originale obtinute pe parcursul programului doctoral,
subliniind potentialul platformelor optice fluorescente dezvoltate, bazate pe derivati grafenici si
CNTs, pentru extractia si detectia oligonucleotidelor. In plus, acest capitol prezinti perspective
pentru optimizarea ulterioara a platformelor optice, integrarea acestora in sisteme avansate de
biosenzori si posibile aplicatii in medicina personalizata si monitorizarea in timp real.

In ansamblu, aceasta teza contribuie la domeniul biosenzorilor prin demonstrarea modului in
care derivatii grafenici si nanotuburile de carbon pot imbunatati performanta membranelor de NC
pentru extractia si detectia fluorescentd a oligonucleotidelor scurte. Rezultatele evidentiaza
importanta modificarii de suprafatd, a pH-ului, a conditiilor ionice si a complementaritatii
materialelor Tn imbunatatirea eficientei extractiei, moduldrii semnalului si fiabilitatii analitice in
medii ionice complexe. Prin clarificarea interactiunii dintre platforma optica, compozitia mediului
ionic complex si mecanismele de fluorescentd, aceasta tezd ofera o directie pentru dezvoltarea

ulterioara a unor platforme optice simple, cu cost redus si sensibile pentru biosenzori, subliniind
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necesitatea continudrii cercetdrilor pentru depdsirea limitarilor actuale privind performanta
biosenzorilor.
Motivatia cercetarii

Ingineria tesutului osos reprezintd un domeniu al medicinei regenerative orientat catre
repararea sau regenerarea osului afectat, prin combinarea biomaterialelor, celulelor si moleculelor
bioactive pentru sustinerea osteogenezei, vascularizarii si integrarii structurale. Totusi, 1n stadiul
actual, complexitatea intrinsecd a vindecarii osoase si capacitatea limitatd de monitorizare directd,
in timp real, a proceselor moleculare si genetice raméan constrangeri majore ale abordarilor
existente, subliniind necesitatea unor metode avansate de detectie [1-3]. In acest context, metodele
fiabile de detectie a biomoleculelor asociate tesutului osos sunt esentiale pentru monitorizarea
activitatii osteogenice, formarii matricei, integrarii functionale a strategiilor regenerative sau chiar
a cailor de expresie si supresie genicd asociate bolilor osoase. Metodele de detectie reprezinta
abordari analitice esentiale in biosenzori, deoarece transduc interactiunile moleculare in semnale
masurabile pentru identificarea si cuantificarea analitilor [4-6]. Piata globala a biosenzorilor
prezintd o crestere accentuatd, fiind evaluatd la aproximativ 34,71 miliarde USD in 2026 si
estimatd sa ajunga la 63,96 miliarde USD pana in 2033, ceea ce corespunde unei rate anuale
compuse de crestere de aproximativ 9,12%. Aceasta evolutie este sustinutd de adoptarea accelerata
a mecanismelor de biosensing si de integrarea tot mai ampla a inteligentei artificiale Tn aplicatiile
de diagnostic si monitorizare [7]. Pana in prezent, mecanismele de biosensing includ o gama larga
de strategii de transductie, precum abordari electrochimice, mecanice, optice, termice, magnetice
si spectrochimice, fiecare oferind avantaje analitice distincte in ceea ce priveste sensibilitatea,
selectivitatea, timpul de raspuns si adecvarea pentru anumite contexte aplicative. Din aceasta
perspectiva, platformele electrochimice domina aplicatiile comerciale actuale, in ciuda limitarilor
mecanice si termice sunt limitate predominant la mediul de cercetare, din cauza complexitatii de
fabricatie si a constrangerilor de scalabilitate [10-13]. in mod similar, abordarile magnetice si
spectrometrice avanseaza catre comercializare timpurie, respectiv catre aplicare analiticd extinsa.
Totusi, utilizarea lor larga ramane limitata de instrumentatia specializata, tehnicile de marcare si

portabilitatea redusa [14-17]. Pe baza acestor aspecte, biosenzorii optici atrag un interes tot mai

......
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Biosensingul optic este o tehnica analitica ce valorifica interactiunea dintre lumina si sisteme
biofunctionalizate pentru transducerea evenimentelor de recunoastere moleculard in semnale
optice detectabile. Aceastd abordare utilizeazd fenomene fundamentale precum absorbtia,
fluorescenta, imprastierea, efectele plasmonice si cele de rezonanta, permitand detectia cu
fidelitate ridicata a analitilor biologici [20, 21]. Detectia bazata pe absorbtie ofera instrumentatie
simpla, stabilitate ridicata si un raspuns cantitativ direct. Totusi, aceasta este limitata fundamental
de sensibilitatea redusa si selectivitatea slaba fatd de analit in matrici complexe [22, 23].
Comparativ, procesele de Imprastiere elastica si inelasticd ofera informatii chimice bogate, fara
necesitatea marcarii, insd sunt limitate de intensitatea slabd a semnalului, susceptibilitatea la
interferente de fond si dependenta de instrumentatie avansatd, ceea ce restrictioneaza analiza
rapida si detectia la concentratii reduse ale analitului [24, 25]. Procesele bazate pe rezonanta si
plasmonica ofera sensibilitate imbunatatita si detectie fard marcaj prin valorificarea interactiunilor
puternice lumind-materie la scara nanometrica. Cu toate acestea, aceste abordari depind puternic
de fluctuatiile indicelui de refractie, geometria nanometrica si alinierea optica precisa, factori care
pot compromite stabilitatea si acuratetea cantitativa [26, 27]. Aceste limitari au determinat
orientarea catre procesele bazate pe fluorescenta, care rdiman printre cele mai versatile si utilizate
scheme de detectie, permitand monitorizarea sensibila si specifica a interactiunilor biomoleculare
prin emisie spontand de la fluorofori excitati [28, 29]. In plus, datoritd sensibilitatii intrinseci
ridicate, specificitatii moleculare puternice si domeniului dinamic larg, abordarile bazate pe
fluorescentd permit transductia semnalului in timp real utilizand instrumentatie relativ simpla si
cost-eficienta. Acest lucru faciliteaza integrarea la scard micro- si nanometrica in sisteme purtabile,
point-of-care si platforme diagnostice cu randament ridicat [30-33].

In cadrul strategiilor de transductie bazate pe fluorescents, transferul de electroni fotoindus,
PET, transferul de energie prin rezonanta Forster, FRET, si transferul intramolecular de sarcina,
ICT, se numara printre cele mai utilizate mecanisme. FRET este un proces de transfer neradiativ
de energie, in care energia de excitatie este transferatd de la un fluorofor donor catre un acceptor
aflat Tn proximitate, intr-un mod puternic dependent de distanta dintre acestia [31, 34, 35]; PET
implica procese de transfer de sarcina care moduleaza emisia prin stingere sau amplificare [36,
37], in timp ce ICT rezultd din redistribuirea densitatii electronice in interiorul unui singur
fluorofor dupa excitatie [38, 39], determinand deplasari spectrale sensibile la mediul inconjurétor.
Dintre aceste cai de transductie, FRET ramane unul dintre cele mai eficiente si larg utilizate
mecanisme, in principal deoarece oferd o relatie directa, cantitativa si predictibila intre semnalul

obtinut si separarea nanometricd donor-acceptor. Astfel, FRET permite o detectie foarte sensibila,
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reducerea interferentelor de fond si o reproductibilitate mai buna in medii complexe de biosensing
[40, 41]. Prin urmare, sistemele bazate pe FRET au fost implementate pe scara larga in platforme
de biosensing pentru detectia microorganismelor patogene, proteinelor, genelor specifice,
secventelor nucleotidice si moleculelor mici [34, 35, 40-42]. In astfel de platforme, selectia
fluoroforului este decisiva, deoarece combinatiile de complecsi metal-ligand, puncte cuantice si
coloranti organici oferd avantaje distincte in ceea ce priveste fotostabilitatea, eficienta emisiei si
versatilitatea spectrald, rezultate din diferentele dintre cdile de relaxare ale starii excitate [43, 44].
Desi fluoroforii metal-ligand si punctele cuantice oferd luminozitate ridicata, posibilitatea de
ajustare a emisiei in functie de compozitie si dimensiune, precum si fotostabilitate Tmbunatatita
[45-48]; utilizarea lor practica este limitatd de rutele complexe de sinteza, toxicitatea potentiala
asociatd componentelor metalice, fenomenul de blinking fluorescent, stingerea dependentd de
suprafatd si de mediu, precum si dificultatile de obtinere a unei bioconjugari reproductibile si a
unei stabilititi coloidale pe termen lung [45-50]. In mediile biologice, aceste limitari pot afecta
fiabilitatea semnalului si pot Impiedica interpretarea cantitativa, in ciuda performantei optice
avantajoase. Prin urmare, fluoroforii organici sunt printre cele mai utilizate si fiabile sonde, oferind
luminescenta bine caracterizata, functionalizare chimica facild, biocompatibilitate predictibila si
caracteristici uniforme de emisie, care faciliteaza detectia si imagistica robustd si cantitativa in
diverse platforme experimentale [51, 52]. Tn cadrul acestei clase, fluoresceina are un rol central
printre fluoroforii organici utilizati pe scara larga, fiind unul dintre cei mai studiati si mai folositi
coloranti datoritd absorptivitatii molare ridicate, randamentului cuantic mare al fluorescentei in
medii apoase si proprietatilor fotofizice bine definite [53, 54]. Excitatia si emisia sa bine definite,
luminozitatea puternica la pH fiziologic si posibilitatea de modificare structurald facila au permis
proiectarea atentd a unei game largi de sonde pentru ioni metalici, precum Mg?" si Mn**, molecule
mici si tinte biologice. In acelasi timp, raspunsul predictibil la mediu, precum sensibilitatea la pH
si cdile PET sau FRET controlabile, contribuie la asigurarea unei transductii fiabile a semnalului
Tn medii biologice complexe [53-55].

Tn biosenzorii fluorescenti, atat proprietitile fluoroforului, cit si comportamentul siu de
stingere sunt importante, deoarece stingerea controlatd a fluorescentei este esentiala pentru
se referd la reducerea intensitatii emisiei prin procese neradiative de transfer de energie sau de
electroni, care apar in urma interactiunii cu un quencher si modifica astfel caile de dezactivare ale
starii excitate [56]. In consecinti, o gama largd de quencheri a fost integratd in aplicatii de
biosensing fluorescent, inclusiv ioni metalici, oxizi metalici, cadre metal-organice, MOFs, cadre
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organice covalente, COFs, si nanomateriale pe bazd de carbon, datoritd eficientei acestora in
reglarea raspunsurilor fluorescente [57-60]. In cadrul acestui grup, nanomaterialele pe bazi de
carbon, incluzand grafena, derivatii grafenici si nanotuburile de carbon, CNTs, s-au impus ca
quencheri foarte eficienti datoritd absorbtiei largi, stingerii pronuntate dependente de distanta,
suprafetei specifice mari si cuplarii electronice puternice cu fluoroforii [60, 61]. Aceste
caracteristici faciliteaza adsorbtia eficientd a oligonucleotidelor si a altor sonde, favorizeaza
proximitatea necesard dintre fluorofor si suprafatd pentru stingerea fluorescentei si sustin
modularea fiabilda a semnalului. Aceste proprietdti au condus la utilizarea extinsa a
nanomaterialelor pe bazd de grafend in biosenzorii fluorescenti, in special pentru aplicatii de
detectie a acidului dezoxiribonucleic, ADN [62].

ADN-ul monocatenar este un oligonucleotid alcatuit dintr-un singur lant, care permite
recunoastere moleculard foarte selectiva si analiza genetica sensibild, avand un rol central in
monitorizarea proceselor biologice si regenerative. Fiabilitatea sa depinde insd de metode de
extractie si detectie capabile sd pastreze puritatea si integritatea secventei. Izolarea si detectia
eficientd a ssDNA sunt esentiale, deoarece identificarea specifici secventei, asamblarea
determinatd de hibridizare si procesele de transductie a semnalului depind fundamental de
integritatea acizilor nucleici. Prin urmare, variatiile de randament, puritate, distributie a lungimii
si stare conformationald influenteaza direct sensibilitatea detectiei, fiabilitatea cantitativa si
performanta functionala in sisteme diagnostice, de biosensing si regenerative. In ciuda importantei
sale, extractia ssDNA ramane dificild, deoarece metodele actuale de extractie, precum coloanele
de silice, particulele magnetice sau extractia enzimatica, se bazeaza adesea pe procese chimice sau
fizice in mai multe etape, afectate de recuperare redusa, susceptibilitate la degradare si co-extractia
inhibitorilor sau contaminantilor. In acelasi timp, compromisurile dependente de metoda intre
puritate, eficientd, cost si reproductibilitate continua sa limiteze standardizarea intre aplicatii [63,
64].

Aceasta teza abordeaza aceste limitari printr-o strategie de transductie optica, identificata
prin evaluarea comparativa a abordarilor electrochimice si optice de biosensing ca fiind cadrul cel
mai adecvat pentru extractia si detectia oligonucleotidelor din medii complexe. Pe aceasta baza,
teza combina detectia bazata pe fluorescentd a oligonucleotidelor scurte cu derivati grafenici,
CNTs si membrane de nitroceluloza, NC, ca suporturi solide, pentru a permite izolarea eficienta a
ssDNA si masuratori optice. Utilizarea acestor materiale in combinatie deriva din sinergia dintre
membranele de NC si materialele pe baza de carbon, determinata de proprietitile lor fizico-chimice

complementare. NC ofera o capacitate ridicata de legare si interactiuni electrostatice puternice cu
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ADN-ul monocatenar, facilitaind adsorbtia si izolarea eficientd, in timp ce derivatii grafenici
imbunatatesc functionalitatea suprafetei si eficienta captarii, actionand simultan ca quencheri
fluorescenti eficienti. Acest proces este guvernat de adsorbtia la distantd mica pe suprafata si de
transferul interfacial de electroni, determinand stingerea eficientd a semnalului si imbunatatirea
contrastului analitic, contribuind totodatd la reducerea degradarii membranei si la cresterea
stabilitdtii in conditii biologice complexe.

Stadiul actual al cercetarii

Una dintre principalele contributii ale acestei teze la stadiul actual al cercetarii consta in
integrarea derivatilor grafenici si a nanotuburilor de carbon, CNTs, cu membrane de nitroceluloza,
NC, pentru dezvoltarea unor platforme optice sensibile destinate extractiei oligonucleotidelor
scurte si detectiei bazate pe fluorescentd. Desi nanomaterialele pe baza de carbon sunt studiate pe
larg in biosenzori, iar membranele de NC sunt utilizate frecvent ca suporturi solide in teste
analitice, integrarea acestora intr-o singura platforma destinata atat extractiei, cat si detectiei optice
a oligonucleotidelor scurte ramane limitatd. Majoritatea studiilor au abordat fie proprietatile de
stingere fluorescenta ale nanomaterialelor pe baza de carbon, fie tehnicile de separare bazate pe
membrane de NC, ca strategii independente.

Mai mult, desi abordarile optice bazate pe fluorescentd, care utilizeaza fluorofori precum
fluoresceina in combinatie cu derivati grafenici sau CNTs ca quencheri, au fost raportate anterior,
integrarea acestora cu membrane de NC, impreund cu influenta mediilor ionice complexe si a
variatiei pH-ului asupra eficientei de adsorbtie-desorbtie a oligonucleotidelor scurte si asupra
raspunsului fluorescent, nu a fost investigati in mod cuprinzator. In particular, influenta ionilor
divalenti, precum Mg** si Mn?*, asupra interactiunilor de suprafata ale oligonucleotidelor si asupra
modularii semnalului raimane insuficient studiatd in contextul platformelor de extractie si detectie
in faza solidd. Din cunostintele noastre, avand in vedere ca studiile asociate obiectivului principal
al acestei teze acopera perioada 2023-2025, pe baza anilor de publicare, nu au fost raportate
anterior studii in domeniul biosenzorilor care sa investigheze aceastd combinatie de metode si
materiale pentru extractia si detectia oligonucleotidelor scurte.

Prezenta tezd porneste de la aceste lacune existente Tn domeniul biosenzorilor pentru
extractia si detectia oligonucleotidelor scurte si propune dezvoltarea etapizatd a unor platforme
optice de detectie fluorescenta, pornind de la o platforma bazata pe membrane de NC modificate
cu oxid de grafena, GO, si ajungand la o platformd mai complexa, bazatd pe oxid de grafena redus
functionalizat cu amino-polietilenglicol, NH>-PEG-rGO, si nanotuburi de carbon cu un singur

perete, SWCNTs. Aceastd abordare permite nu doar evaluarea contributiei individuale a fiecarui
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material, ci si investigarea efectelor complementare ale acestora, Impreund cu influenta

componentelor mediului ionic complex, asupra performantei de extractie si detectiei fluorescente

a oligonucleotidelor scurte.

In acest context, teza oferd o perspectivd integrati asupra modului in care
complementaritatea compozitiei materialelor, chimia suprafetei, pH-ul si ionii influenteaza
impreund performanta biosenzorului, contribuind la dezvoltarea unor platforme optice simple, cu
cost redus si fiabile pentru extractia si detectia oligonucleotidelor scurte in sisteme biologice
complexe.

Obiectivele generale si specifice ale tezei
Pornind de la consideratiile si lacunele identificate in subcapitolul anterior, obiectivul

general al acestei teze constd in investigarea modului in care derivatii pe bazd de grafend si

nanotuburile de carbon pot fi utilizati pentru modificarea membranelor de nitroceluloza, ca abordare
noua pentru extractia si detectia fluorescenta a oligonucleotidelor scurte din medii ionice complexe.

In acelasi timp, teza urmireste evaluarea rolului compozitiei materialului, al modificarii de suprafata

si al complexitatii mediului in modularea performantei analitice a platformei.

Pentru atingerea acestui obiectiv, teza a fost structurata in jurul a trei obiective secundare:

Primul obiectiv: Dezvoltarea si evaluarea platformei NC modificate cu GO pentru extractia si

detectia oligonucleotidelor scurte.

Pentru indeplinirea acestui obiectiv, a fost fabricata mai intai o platforma optica de referinta

prin modificarea membranelor de NC cu GO, urmata de evaluarea performantei de extractie si a

raspunsului fluorescent in conditii experimentale relevante, conform activitatilor prezentate mai jos:

Al. Fabricarea platformei NC modificate cu GO.

A2.  Caracterizarea fizico-chimica a platformei obtinute prin spectroscopie in infrarosu cu
transformatd Fourier, FTIR, microscopie electronicd de baleiaj, SEM, si analizd de
umectabilitate.

A3. Evaluarea performantei de extractie utilizdnd ssDNA marcat fluorescent, <50 nt, ca
oligonucleotid tinta, in medii apoase si complexe, incluzand Alpha Minimum Essential
Medium, aMEM, si aMEM suplimentat cu ser fetal bovin, FBS, la pH fiziologic, =7,0,
pentru diferite intervale de incubare, 30, 45 si 60 de minute.

A4. Investigarea procesului de desorbtie 1n conditii alcaline, utilizand tampon Tris-HCI, pH =8,0,

pentru eliberarea oligonucleotidelor si detectia bazata pe fluorescenta.



A5.  Dezvoltarea si validarea unei ecuatii pentru conversia intensitatii fluorescentei, r.f.u., in
masa de oligonucleotid, pg, pe baza calibrarii cu concentratii cunoscute de SSDNA marcat
fluorescent.

A6.  Identificarea conditiilor optime de lucru prin analiza influentei timpului de incubare,
compozitiei mediului si pH-ului asupra eficientei extractiei si raspunsului fluorescent.

Al doilea obiectiv: Imbunitatirea stabilititii si eficientei platformei optice pentru extractia si

detectia oligonucleotidelor prin modificarea membranelor de NC cu NH2-PEG-rGO si optimizarea

conditiilor mediului ionic.

Pornind de la obiectivul anterior, aceastd etapa s-a concentrat pe cresterea stabilitdtii si
eficientei platformei optice prin modificarea membranelor de NC cu NH:-PEG-rGO si prin
optimizarea solutiilor complexe prin controlul mediului ionic. Pentru indeplinirea acestui obiectiv,
au fost realizate urmatoarele activitati:

Al. Fabricarea platformei NC modificate cu NH.-PEG-rGO.

A2. Investigarea influentei NH.-PEG-rGO asupra modificarii membranei de NC prin analize
structurale, morfologice si de umectabilitate.

A3.  Suplimentarea mediilor complexe optimizate, identificate in primul obiectiv, cu diferiti ioni
divalenti, Mg** si Mn?*, urmata de evaluarea performantei de extractie a oligonucleotidelor
pe platforma obtinuta, dupa 60 de minute de incubare.

A4.  Analiza efectului compozitiei si tdriei ionice a mediilor complexe asupra raspunsului
fluorescent al platformei optice si corelarea acestuia cu performanta de extractie.

Al treilea obiectiv: Integrarea SWCNTs impreuna cu NH:-PEG-rGO pentru modificarea

membranelor de NC, 1n vederea imbunatatirii stabilitatii in mediu apos, a performantei de extractie

si a raspunsului fluorescent.

In continuarea optimizarii obtinute in obiectivul anterior, al treilea obiectiv secundar
introduce SWCNTs impreuna cu NH:-PEG-rGO ca element suplimentar de modificare a
membranelor de NC, cu scopul de a imbunatati stabilitatea in mediu apos, performanta de extractie
si raspunsul fluorescent prin efecte complementare de adsorbtie si quenching. Pentru atingerea
acestui obiectiv, au fost realizate urmatoarele activitati:

Al. Fabricarea platformei optice bazate pe membrane de NC modificate cu o combinatie de NHa-
PEG-rGO si SWCNTs.

A2. Investigarea structurald si fizico-chimica a platformei optice obtinute prin FTIR,
spectroscopie Raman, spectroscopie de fotoelectroni de raze X, XPS, SEM si analiza de

umectabilitate.
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A3. Investigarea performantei platformei optice dupd incubarea in medii ionice complexe,
obtinute 1n cadrul celui de-al doilea obiectiv, cu accent pe interactiunile oligonucleotid-
suprafata si eficienta extractiei.

A4.  Evaluarea generdrii si moduldrii semnalului fluorescent dupd incubarea platformei optice
obtinute Tn medii ionice complexe, cu accent pe intensitatea semnalului, eficienta

quenchingului si corelarea acestora cu performanta de extractie.

Concluzii generale

eniul biosenzorilor, in special in contextul analizei acizilor nucleici, a evoluat semnificativ
in ultimii ani. Cu toate acestea, extractia si detectia eficientd a oligonucleotidelor scurte din medii
degradare in probe biologice. In ciuda acestor limitiri, rezultatele obtinute in aceastd tezi
demonstreaza ca cercetdrile ulterioare in aceastd directie sunt justificate, avand in vedere
potentialul de imbunatatire a performantei analitice si de dezvoltare a unor platforme de biosensing
mai rapide, sensibile si fiabile.

Obiectivul principal al acestei teze a propus o abordare noua, prin investigarea modului in
care derivatii pe baza de grafend si nanotuburile de carbon pot fi utilizati pentru modificarea
membranelor de NC, in vederea extractiei si detectiei fluorescente a oligonucleotidelor scurte din
medii ionice complexe. In acelasi timp, a fost analizati influenta compozitiei materialului, a
modificarii de suprafatd si a complexitdtii conditiilor ionice asupra performantei analitice a
platformei. Acest obiectiv a fost structurat in trei obiective secundare, fiecare contribuind la
optimizarea progresiva a platformei si la o intelegere mai profunda a relatiei dintre proprietatile
materialului, interactiunile interfaciale si performanta analitica.

Primul obiectiv a vizat dezvoltarea unei platforme NC modificate cu GO pentru extractia si
detectia fluorescenta a oligonucleotidelor scurte. Fabricarea cu succes a membranei NC modificate
cu GO a fost confirmata prin analize FTIR, SEM si de umectabilitate, care au evidentiat modificari
ale chimiei de suprafata si ale morfologiei. Aceste modificari s-au tradus printr-o stabilitate
imbunatatita si prin interactiuni mai eficiente intre membranad si oligonucleotide, favorizand
adsorbtia si detectia ulterioara. Performanta de extractie a platformei dezvoltate a fost evaluata
utilizand probe de ssDNA marcate fluorescent, incubate in trei solutii complexe la pH 7, pe baza
de H20, aMEM si aMEM suplimentat cu FBS, pentru diferite perioade de incubare, 30, 45 si 60

de minute. ssDNA marcat fluorescent a fost apoi detectat prin incubarea membranelor intr-o
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solutie de desorbtie la pH 8,0, permitand eliberarea oligonucleotidelor din platforma obtinuta intr-
o solutie adecvata pentru analiza fluorescenta.

Dupa conversia rezultatelor de fluorescentd in unitati cantitative, datele au ardtat ca, dintre
mediile testate, mediul care contine aMEM a oferit cele mai favorabile conditii, evidentiind
importanta compozitiei mediului in modularea interactiunilor dintre acizii nucleici si suprafata. In
plus, influenta timpului de incubare a fost clar demonstratd, performanta optima fiind obtinuta
dupa 60 de minute, ceea ce indicd rolul esential al cineticii de adsorbtie In determinarea eficientei
extractiei. Comparativ cu membrana de nitroceluloza nemodificata, care a prezentat o capacitate
limitata de imobilizare, reflectata prin semnale fluorescente reduse, 106,5 r.f.u., corespunzatoare
unei mase de 124,3 pg dupa 30 de minute In aMEM + FBS, membrana NC modificatd cu GO a
aratat o Tmbunatdtire substantiala, atingdnd un semnal fluorescent maxim de 294,4 r.f.u. dupa 60
de minute de adsorbtie a FAM-ssDNA in aMEM, corespunzator unei mase de 343,6 pg de
oligonucleotid recuperat. Rezultatele au demonstrat cd eficienta extractiei si raspunsurile
fluorescente sunt puternic influentate atat de modificarea suprafetei membranei de NC cu GO, céat
si de conditiile experimentale, In special timpul de incubare si compozitia mediului.

Al doilea obiectiv a urmarit investigarea influentei chimiei de suprafatd asupra extractiei si
detectiei oligonucleotidelor prin modificarea membranelor de NC cu NH2-PEG-rGO. Fabricarea
cu succes a membranei NC modificate cu NH2-PEG-rGO a fost confirmatd prin caracterizare
fizico-chimica complexa, incluzand FTIR, SEM si analiza de umectabilitate, care au evidentiat
formarea unui strat uniform si tranzitia catre un comportament de suprafatd mai hidrofob.
Platforma dezvoltata a fost evaluatd in conditiile optimizate stabilite in obiectivul anterior, cu
accent pe rolul conditiilor ionice din mediile complexe. Rezultatele au demonstrat ca atat
compozitia mediului, cat si natura ionilor divalenti influenteazd semnificativ imobilizarea
oligonucleotidelor si raspunsul fluorescent. Dintre conditiile testate, mediile care contin MgCl: au
oferit cel mai favorabil mediu, determindnd o crestere substantialda a eficientei extractiei
comparativ cu membrana NC nemodificata.

Cantitativ, In timp ce membrana NC nemodificatd a prezentat o capacitate limitatd de
adsorbtie, cu valori ale fluorescentei de aproximativ 250 r.f.u., corespunzatoare unei mase de
aproximativ 286 pg ssDNA, membrana NC modificata cu NH.-PEG-rGO a prezentat o
performanta net imbunatatitd, atingand intensitati fluorescente de peste 520 r.f.u., corespunzatoare
unei mase de aproximativ 611 pg de ssDNA extras in aceleasi conditii. Aceastd Tmbunatatire a
evidentiat efectul sinergic al functionalizarii suprafetei si al mediului ionic in promovarea unor

interactiuni mai puternice intre ssDNA si suprafatd. In ansamblu, acest obiectiv a demonstrat ca

12



functionalizarea membranei de NC cu NH2-PEG-rGO, impreuna cu modularea compozitiei ionice,
oferd o abordare eficientd pentru Tmbunatétirea extractiei oligonucleotidelor scurte si a raspunsului
fluorescent, permitand dezvoltarea unei platforme optice imbunatatite.

Al treilea obiectiv a urmarit imbunatatirea suplimentara a performantei analitice a platformei
dezvoltate prin modificarea membranelor de NC cu SWCNTs si NH2-PEG-rGO, cu scopul de a
investiga proprietatile complementare de adsorbtie si de quenching fluorescent ale acestor
nanomateriale pe bazd de carbon. Fabricarea cu succes a membranei NC modificate cu
SWCNTs/NH2-PEG-rGO a fost confirmatd prin caracterizare fizico-chimicd si structurala
complexa, incluzand FTIR, spectroscopie Raman, XPS, SEM si analiza de umectabilitate, care au
evidentiat formarea unei suprafete mai uniforme, cresterea hidrofobicitdtii si modificari
interfaciale semnificative. Platforma dezvoltatd a fost evaluata in aceleasi conditii optimizate de
adsorbtie si desorbtie stabilite in obiectivele anterioare, cu accent pe efectul mediilor ionice
complexe.

Rezultatele au demonstrat ca ionii divalenti au un rol critic in modularea interactiunilor de
suprafatd ale ssDNA, mediul care contine MgCl. oferind cele mai favorabile conditii pentru
imobilizarea oligonucleotidelor si raspunsul fluorescent. Comparativ cu membrana NC
nemodificata, care a prezentat valori ale fluorescentei in intervalul 245-265 r.f.u., corespunzatoare
unei mase de 290-320 pg, membrana NC modificata cu SWCNTs/NH2-PEG-rGO a aratat o
performanta substantial imbunatatita, atingdnd 420 r.f.u., 490 pg, in MnClz, 510 r.f.u., 590 pg, in
MnCl./MgClz, si pana la 670 r.f.u., 780 pg, in mediul care contine MgCl.. Aceste rezultate au
evidentiat efectul sinergic dintre SWCNTs si NH2-PEG-rGO, in care suprafata specifica crescuta,
stabilitatea structurala Tmbunatatitd si interactiunile electronice intensificate contribuie la o
adsorbtie mai puternica a ssDNA si la 0 modulare mai eficienta a semnalului fluorescent. Astfel,
acest obiectiv a demonstrat cd complementaritatea dintre SWCNTs si NH.-PEG-rGO in
modificarea membranelor de NC, impreuna cu complexitatea mediului ionic, reprezinta o strategie
eficientd pentru Tmbunatitirea extractiei si detectiei oligonucleotidelor scurte, permitand
dezvoltarea unor platforme avansate de biosensing optic cu performantd analitica superioara.

In ansamblu, aceasta tezi demonstreaza impactul semnificativ al nanomaterialelor pe bazi
de grafena si al CNTs asupra dezvoltarii unor platforme optice avansate pentru extractia si detectia
fluorescentd a oligonucleotidelor scurte. Prin proiectarea sistematica a platformelor optice bazate
pe GO, NH2-PEG-rGO si SWCNTs, aceasta teza contribuie la domeniul biosenzorilor prin
furnizarea unor dovezi experimentale coerente care aratd ca modificarea suprafetei membranei de

NC, in corelatie directd cu complementaritatea materialelor si complexitatea mediului ionic,
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controleaza stabilitatea platformei, eficienta imobilizarii acizilor nucleici scurti si modularea
semnalului fluorescent.

Mai mult, rezultatele obtinute pe parcursul acestei teze sustin dezvoltarea unor platforme de
biosensing simple, cu cost redus si scalabile, cu performanta analitica imbunatatita, oferind o
alternativa viabila la metodele actuale de extractie a acizilor nucleici. Aceste metode sunt adesea
limitate de proceduri in mai multe etape, necesitatea echipamentelor specializate, costurile
operationale mai ridicate si riscul de pierdere sau contaminare a probei, in special Tn cazul
manipulirii oligonucleotidelor scurte. In acelasi timp, teza propune o abordare noui, care
depaseste stadiul actual al cercetarii prin integrarea derivatilor grafenici si a CNTs cu membrane
de NC intr-o singurda platforma capabild atdt de extractia, cat si de detectia fluorescenta a
oligonucleotidelor scurte. Aceasta examineazd sistematic modul in care chimia suprafetei si
complexitatea mediului ionic, in special ionii divalenti precum Mg* si Mn?*", influenteaza
procesele de adsorbtie-desorbtie si raspunsul fluorescent. Rezultatele favorabile obtinute in cadrul
tuturor obiectivelor acestei teze subliniaza relevanta continudrii cercetarilor 1n aceastd directie, cu
potential clar de avansare a tehnologiilor de biosensing optic si de facilitare a integrarii acestora

in aplicatii practice de diagnostic si point-of-care.

Contributii originale

Acest capitol sintetizeaza principalele contributii originale rezultate din cercetarea realizata
in cadrul acestei teze de doctorat, corelate cu fiecare lucrare stiintifica, reflectand totodata

activitatea generala de cercetare desfasurata de doctorand pe parcursul programului doctoral.
Pentru Tnceput, prima lucrare, abordata in Capitolul 3,

1. “Hibrid necovalent oxid de grafena/nitroceluloza ca faza solida pentru extractia oligo-

ADN din medii complexe™,

corespunzatoare primului obiectiv de cercetare al acestei teze, prima lucrare se concentreazd pe
dezvoltarea si investigarea unei membrane de NC modificate cu GO, utilizatd pentru extractia si
detectia fluorescentd a oligonucleotidelor scurte. Teza introduce o abordare noua, diferita de
strategiile conventionale, prin integrarea modificarii suprafetei membranei de NC cu proprietatile
intrinseci de adsorbtie si de quenching fluorescent ale derivatilor grafenici. Din cunostintele
noastre, aceastd abordare nu a fost explorata anterior in domeniul biosenzorilor pentru extractia si

detectia oligonucleotidelor scurte.
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O prima contributie importantd a acestui studiu constd in caracterizarea fizico-chimica
detaliatd a membranei de NC modificate cu GO, prin care autorii oferd o Intelegere mai profunda
a modificdrilor structurale, morfologice si interfaciale, precum si a modului In care derivatii
grafenici influenteaza stabilitatea si performanta platformei. O a doua contributie consta in
dezvoltarea unui protocol experimental pentru adsorbtia, extractia si detectia oligonucleotidelor
scurte din solutii complexe. Aceste solutii au fost preparate utilizand trei medii de legare, pe baza
de H20, aMEM si aMEM suplimentat cu FBS. Fiecare mediu a fost preparat in conditii controlate
si a continut FAM-ssDNA ca oligonucleotid tinta, SDS, BSA, NaCl si Tris-HCI la pH 7,0,
asigurand un mediu ionic si molecular relevant biologic pentru adsorbtia oligonucleotidelor.

Dupa desorbtia membranei de NC modificate cu GO in Tris-HCI, pH 8,0, si analiza
fluorescentd ulterioard a solutiei, studiul a stabilit ca o perioada de incubare de 60 de minute in
mediul complex care contine tMEM este optima pentru obtinerea unei extractii eficiente si a unei
detectii sensibile. O alta contributie importantd consta in dezvoltarea unei metode de conversie a
intensitatii fluorescentei, exprimata in r.f.u., in masa de oligonucleotid, exprimata in pg, pe baza
calibrarii cu concentratii cunoscute de SSDNA marcat fluorescent.

Tn ansamblu, acest studiu contribuie la domeniul biosenzorilor prin introducerea unei noi
abordari bazate pe o platformd de NC modificata cu GO pentru extractia si detectia fluorescentd a
oligonucleotidelor scurte. In acelasi timp, studiul propune un protocol experimental pentru
adsorbtie, desorbtie si detectie, precum si o metoda de conversie a intensitatii fluorescente in masa
de oligonucleotid. Aceasta contributie este importantd deoarece permite identificarea parametrilor
optimi de lucru si stabileste o baza solida pentru dezvoltarea si optimizarea ulterioara a unor
platforme optice avansate in biosenzori pentru extractia si detectia oligonucleotidelor scurte.

Pornind de la aceste rezultate, al doilea studiu, prezentat in Capitolul 4 si publicat ca:

2. “Extractia oligo-ADN din medii complexe in faza solida utilizand o membrana hibrida

grafena aminata/nitroceluloza’

avanseaza proiectarea platformei prin modificarea membranelor de NC cu NH.-PEG-rGO,
introducand o chimie de suprafatd mai bine controlata, care permite interactiuni imbunatatite cu
oligonucleotidele scurte in conditii ionice complexe. Contributia acestui studiu constd in
demonstrarea faptului ca performanta platformei pentru extractia oligonucleotidelor si detectia
fluorescenta depinde atat de modificarea membranei de NC, cat si de compozitia ionica a mediului

de legare.
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Rezultatele acestui studiu au aratat ca modificarea cu NH2-PEG-rGO a produs schimbari
morfologice si interfaciale clare, confirmate prin FTIR, SEM si analizd de umectabilitate,
incluzand imbunatatirea stabilitatii membranei si cresterea semnificativd a hidrofobicitatii
suprafetei, factori care pot influenta interactiunile dintre oligonucleotide si membrana. Utilizand
conditiile optimizate in studiul anterior, membranele modificate au fost evaluate ulterior in medii
suplimentate cu ioni Mg?* si Mn?*. Rezultatele au aratat ca ionii divalenti au un rol important in
imobilizarea oligonucleotidelor si in raspunsul fluorescent, mediile care contin Mg?* oferind cele
mai favorabile conditii pentru imbunatatirea extractiei si detectiei fluorescente a oligonucleotidelor
scurte.

Din cunostintele autorilor, modificarea membranelor de NC cu NH>-PEG-rGO, impreuna
cu implementarea unor conditii ionice de legare adaptate pentru modularea mecanismelor de
adsorbtie-desorbtie a oligonucleotidelor si a rdspunsului fluorescent, nu a fost exploratd anterior
in cadrul unei singure platforme de extractie in faza solida. Astfel, analiza combinata a modificarii
de suprafatd si a efectelor ionice oferd o perspectivd mecanistica mai clard asupra interactiunilor
interfaciale, reprezentdnd un pas important catre optimizarea rationald a platformelor optice de
biosensing.

Extinzand aceste rezultate, al treilea studiu, prezentat in Capitolul 5 si publicat ca:
3. “Extractia eficienta in faza solida a oligo-ADN din medii complexe utilizand o membrana

de nitroceluloza modificata cu nanotuburi de carbon §i oxid de grafena redus aminat"

avanseaza suplimentar proiectarea platformei prin utilizarea combinatd a NH:-PEG-rGO si
SWCNTs, demonstrand ca proprietatile complementare de adsorbtie si de quenching fluorescent
ale acestor nanomateriale pe bazd de carbon Tmbunatatesc atat eficienta extractiei, cat si detectia
bazata pe fluorescenta.

Rezultatele acestui studiu au aratat ca platforma obtinutd a prezentat o stabilitate
modificari interfaciale semnificative. Aceste caracteristici au fost corelate cu un comportament
functional imbunatétit al platformei comparativ cu sistemele dezvoltate anterior, sustinand o
capacitate mai mare de extractie si un raspuns fluorescent mai intens. In acelasi timp, mediile care
contin Mg*" au oferit cel mai favorabil mediu ionic pentru promovarea interactiunilor dintre
oligonucleotide si suprafata si pentru Tmbunatétirea eficientei analitice generale.

Din cunostintele autorilor, utilizarea combinata a SWCNTs si NH-PEG-rGO pentru

modificarea membranelor de NC, impreuna cu incubarea controlata in medii ionice complexe, nu
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a fost investigatd anterior in domeniul biosenzorilor pentru extractia oligonucleotidelor scurte.
Aceasta abordare noud oferd o perspectiva mai clara asupra modului in care complementaritatea
dintre compozitia materialului, structura interfaciala si complexitatea mediului ionic controleaza
performanta platformei si stabileste o baza solida pentru optimizarea ulterioard a unor platforme

optice de detectie cu performanta ridicata.

Perspective

Rezultatele obtinute in aceasta teza demonstreaza ca platformele optice sensibile bazate pe
derivati grafenici si CNTs, dezvoltate prin modificarea suprafetei membranelor de NC si prin
ajustarea atentd a mediului ionic complex, reprezintd o abordare viabila pentru extractia si detectia
fluorescentd a oligonucleotidelor scurte. Cu toate acestea, mai multe directii riman deschise pentru
investigatii si optimizari ulterioare, in special in ceea ce priveste imbunatatirea robustetii analitice,
selectivitatii si aplicabilitatii practice.

O primad perspectivd importantd vizeaza rafinarea designului interfacial la scara
nanometricd, cu accent pe obtinerea unei chimii de suprafatd mai controlate si mai reproductibile.
Desi prezenta lucrare evidentiaza rolul derivatilor grafenici si al CNTs in Tmbunatatirea adsorbtiei
si moduldrii fluorescentei, sunt necesare studii suplimentare pentru un control mai bun al
heterogenitatii suprafetei si al distributiei situsurilor de legare. Acest aspect este esential pentru
interactiunile nespecifice si efectele de matrice rdméan limitdri importante.

O altd directie relevantd implicd integrarea mai profundd a mecanismelor fotofizice in
proiectarea platformei. Rezultatele acestei teze, impreund cu progresele recente din domeniul
biosenzorilor fluorescenti, indica faptul ca performanta analitica este guvernatd de actiunea
combinatd a mai multor procese, incluzand FRET, PET si interactiuni de transfer de sarcina.
Studiile viitoare ar trebui sa urmareasca proiectarea unor platforme in care aceste mecanisme sa
nu fie doar exploatate, ci controlate deliberat, pentru obtinerea unor raspunsuri de semnal mai
predictibile si ajustabile. O astfel de abordare ar permite trecerea de la optimizarea empirica la
strategii de proiectare ghidate mecanistic.

Optimizarea mediilor ionice si a conditiilor de legare reprezinta, de asemenea, o directie
criticd pentru cercetdrile viitoare. Rezultatele prezentate in aceastd teza demonstreaza clar
influenta ionilor divalenti, in special Mg?**, asupra adsorbtiei oligonucleotidelor si asupra
raspunsului fluorescent. Extinderea acestei investigatii catre sisteme mai complexe si mai

relevante fiziologic, precum fluidele biologice, ar permite 0 evaluare mai realista a performantei
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platformei. In acest context, utilizarea mediilor biologice simulate ar trebui completatd prin
validare Tn probe clinice.

Din perspectiva tehnologica, o directie importantd este integrarea platformelor dezvoltate
n sisteme miniaturizate si portabile. Asa cum este evidentiat de progresele recente in biosensingul
optic, exista un interes tot mai mare pentru dispozitive point-0f-care, arhitecturi microfluidice si
sisteme de detectie bazate pe smartphone. Eficienta in imobilizarea biomoleculelor, impreuna cu
simplitatea si costul redus al platformelor pe baza de NC dezvoltate 1n aceasta teza, le recomanda
ca posibili candidati pentru astfel de integrari. Cercetarile viitoare se pot concentra pe cuplarea
acestor materiale cu canale microfluidice, module de citire optica sau sisteme de imagistica
digitala, permitand analiza 1n timp real si la locul de interes.

In paralel, incorporarea abordarilor bazate pe date si a inteligentei artificiale, Al reprezinti
o directie promitdtoare pentru imbunatatirea performantei analitice. Algoritmii de invatare
automata pot fi utilizati pentru procesarea semnalului, deconvolutia spectrald si recunoasterea
tiparelor, in special in seturi complexe de date afectate de zgomot, fluorescentd de fond sau
semnale suprapuse. Mai mult, strategiile de proiectare asistate de Al ar putea accelera selectia
combinatiilor optime de materiale si a conditiilor de lucru, reducind numarul experimentelor
bazate pe incercare si eroare.

O alta perspectiva importanta se refera la Tmbunatatirea stabilitatii pe termen lung si a
robustetii platformelor de detectie. Probleme precum fotodegradarea fluoroforilor, deriva
semnalului si degradarea materialului ramén relevante, mai ales pentru masuratori repetate sau
utilizare prelungita. Prin urmare, cercetarile viitoare ar trebui sa vizeze stabilizarea semnalelor
fluorescente si dezvoltarea unor modificari de suprafatd mai durabile, posibil prin strategii de
functionalizare covalenta sau prin utilizarea unor acoperiri protectoare.

In final, o directie importantd pentru cercetirile viitoare este extinderea platformei citre
aplicatii analitice mai largi. Desi aceastd tezd se concentreaza pe extractia si detectia
oligonucleotidelor scurte, principiile care stau la baza platformei pot fi adaptate pentru detectia
altor biomolecule, incluzand microARN, proteine sau metaboliti mici. Aceastd versatilitate
deschide posibilitatea dezvoltarii unor platforme de detectie multiplexatd, capabile sa raspunda

unor nevoi diagnostice complexe in contexte biomedicale si de mediu.
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