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Abstract

Nanoparticles are used in nanomedicine to pinpoint and address specific issues, such as diagnosis,
treatment and monitoring of various diseases, including cancer, cardiovascular conditions,
infections, etc. Particularly, noble-metal nanoparticles are well-suitable for such applications due
to their unique plasmonic properties. The main goal of this BSc degree thesis is to exploit the
optical properties of noble-metal nanoparticles for colorimetric detection of C-reactive protein
(CRP). CRP is a crucial biomarker whose blood level is correlated with the presence of various
diseases in the body, such as viral and bacterial infections, sepsis, autoimmune diseases, or
cardiovascular conditions. The specific colorimetric detection of CRP carried out in this BSc
degree thesis relies on the target-triggered aggregation of colloidal silver nanoparticles (AgNPs)
conjugated with a CRP-specific aptamer. In the first step, spherical AgNPs are prepared and
conjugated with aptamer. The optical and morphological properties of the nanoparticles are
investigated by UV-Vis-NIR absorption spectroscopy and transmission electron microscopy
(TEM). The successful conjugation of AgNPs with aptamer is demonstrated by stability tests in
saline solutions. The obtained yellow colloidal suspension exhibits one localized surface plasmon
resonance (LSPR) with a maximum at 399 nm. In the presence of sodium chloride, the interaction
of AgNPs conjugated with aptamer with various CRP concentrations results in a color change of
the colloidal solutions, thus making possible the detection of CRP even by the naked-eye.
Subsequent UV-Vis measurements reveal the emergence of a new red-shifted plasmonic band,
associated with aggregated NPs. For CRP quantification, a calibration curve is constructed by
representing the ratio between the LSPR absorption maximum of aggregated and individual
nanoparticles as a function of CRP concentration. The specificity of the prepared nanoconjugates
to CRP is demonstrated by replacing CRP with other molecules usually present in the body. In
conclusion, this study illustrates the viability of employing aptamer-functionalized nanoparticles
in the detection of CRP and the diagnosis of cardiovascular disorders. New uses and advancements

in nanotechnology for medicine may be explored through further study and development.
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Introducere

Nanomedicina reprezinta o ramurd a nanotehnologiei care are ca scop identificarea si rezolvarea
unor probleme medicale, acest lucru realizandu-se prin nanoinstrumente, Intr-un mod rapid si nu
foarte costisitor. Un exemplu de nanoinstrumente il reprezinta nanoparticulele de metal nobil,
numite si nanoparticule plasmonice (PNPs), care prezintd proprietati chimice, electronice si optice
unice, care nu apar la scard macroscopica. Spre exemplu, PNPs pot fi integrate cu usurintd in
sisteme datoritd dimensiunii lor reduse. De asemenea, chimia suprafetei permite modificarea cu
usurinta a PNPs astfel incdt sd poatd fi biocompatibilizate sau functionalizate pentru tintirea
specifica a tumorilor sau (bio)moleculelor de interes. Mai mult, interactiunea NPs cu lumina si
aparitia rezonantelor plasmonice de suprafatd localizate (LSPR) std la baza aplicarii PNPs in
diagnosticul si tratamentul diferitelor boli. Un astfel de exemplu este detectia colorimetrica (cu
ochiul liber) bazata pe proprietatea suspensiilor coloidale de PNPs de a-si schimba culoarea atunci

cand agrega.

Lucarea de fata are ca scop detectia colorimetrica a proteinei C-reactive (CRP), un biomarker
asociat cu infectiile si bolile cardiovasculare, utilizand suspensii coloidale de nanoparticule de
argint (AgNPs) functionalizate cu un aptamer cu specificitate ridicata fatd de CRP. Aceste
rezultate au fost obtinute in cadrul Institutului de Cercetari Interdisciplinare Tn Bio-Nano-Stiinte

din cadrul Universitatii Babes- Bolyai. Astfel, lucrarea este impartita in trei capitole.

Primul capitol surprinde o scurta prezentare a nanoparticulelor de metal mobil cu accent pe
proprietatile optice ale acestora si a parametrilor de care depind acestea. Este subliniatd importanta
plasmonilor de suprafatd si a rezonantei plasmonice de suprafatd si, totodata sunt ilustrate

avantajele NPs si aplicatiilor biomedicale ale acestora.

Cea de-a doua parte a lucrarii cuprinde detaliile experimentale privind sinteza AgNPs, si
functionalizarea acestora cu aptamer. Tot aici, a fost explicat modul prin care s-a efectuat detectia
CRP si cum au fost realizate testele de selectivitate. In plus, este prezentati tehnica de caracterizare
optica, si anume spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR, dar si caracterizarea lor morfologica,

realizata prin microscopia electronica de transmisie (TEM).

In capitolul trei sunt interpretate rezultatele experimentale obtinute. A fost realizata prepararea si
caracterizarea optica a AgNPs, ca mai apoi sa se studieze stablitatea acestora in prezenta unei
solutii saline. Dupd acesti pasi, AgNPs au fost functionalizat cu aptamer, urmatorul pas fiind

realizarea detectiei colorimetrice a CRP. Ulterior, s-au efectuat teste de selectivitate prin inlocuirea
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CRP cu alte molecule pentru a verifica agregarea AgNPs in prezenta acestora. Ultima parte a

lucrarii prezintd concluziile finale si perspective.
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Capitolul I: Nanoparticule de metal nobil

Nanostiinta este un domeniu care studiaza proprietatile structurilor si moleculelor de dimensiuni
nanometrice (1-100 nm), iar cuvantul ,nano” provine din limba greaca si inseamna pitic.
Nanotehnologia este axata pe dezvoltarea de aplicatii tehnologice pe baza cunostintelor si

rezultatelor obtinute in nanostiinta. [1]

Unul dintre cele mai promitatoare produse ale nanotehnologiei il reprezinta nanoparticulele de
metal nobil, precum aur, argint, cupru. Acestea sunt bine cunoscute pentru proprietatile lor unice,
care nu apar la scara macroscopica. Un astfel de exemplu este raspunsul lor optic la interactiunea
cu lumina, care sta la originea culorilor intense ale suspensiilor coloidale de nanoparticule de metal

nobil. [2]

Datorita culorilor lor, nanoparticulele de metal nobil au fost folosite incd din perioada Evului
Mediu ca pigmenti pentru realizarea vitraliilor vechilor catedrale si biserici. [3] De asemenea,
sticla colorata cu nanoparticule metalice a fost utilizata pentru fabricarea diferitelor obiecte, Italia
a fost prima tard in care au fost descoperite pahare ce erau colorate prin nanoparticule de cupru
(CuNPs). In plus, mai multe mozaicuri romane au fost realizate cu ajutorul NPs metalice pentru a

obtine culoarea rosie. [4]

Cel mai faimos exemplu de piesa de arta realizata cu ajutorul NPs metalice este Cupa Lycurgus.
[5] Sticla din care este confectionata prezinta un efect dicroic. Acest efect are la baza fabricarea
sticlei prin addugarea unor cantitati mici de NPs coloidale de aur si argint, precipitate in materialul
sticlei astfel incat sa formeze un aliaj. [6] Cupa Lycurgus are o caracteristica destul de aparte,
schimbandu-si culoare dupd felul in care bate lumina: verde cand este luminata din fata si rosie
cand este luminata din spate. Studiile arata ca are o cantitate infima de cristale de metal foarte mici

(~70 nm) ce au aur (Au) si argint (Ag). [7]

Totusi, NPs nu sunt utilizate doar pentru culorile lor. Acestea au multiple domenii de aplicabilitate,
cum ar fi fabricarea medicamentelor [8], controlul alimentelor [9], biomedicina [5], secventierea
ADN-ului [5], marcarea celulelor [5], etichetarea in vivo si in imagistica [5]. Din diversitatea de
NPs de metal nobil, nanoparticulele de aur (AuNPs) si cele de argint (AgNPs) sunt cele mai
frecvent utilizate in detectie, acest fapt fiind datorat proprietatilor sale fizice si chimice. [10] Una
dintre cele mai importante proprietati optice a structurilor metalice la nivel nanometric este

rezonanta plasmonica de suprafatd (SPR), fenomen ce va fi explicat in detaliu in cele ce urmeaza.

[5]
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1.1 Plasmonii de suprafata si rezonanta plasmonica de suprafata

Pentru a intelege proprietdtile plasmonice ale suspensiilor coloidale de nanoparticule metalice,
consideram nanoparticula o retea formatd din ioni pozitivi In care electronii de conductie au o
miscare aproape liberd. Atunci cand particulele sunt excitate cu o sursa de lumind, campul
electromagnetic al luminii genereaza o forta asupra electronilor de conductie, facandu-i sd se
deplaseze citre suprafati NPs. In acest fel, apare o separare de sarcini intre electronii liberi
confinati la suprafata NP si ionii pozitivi, credndu-se astfel un dipol electric. Dipolul creeaza un
camp electric In NPs, ce este opus fatd de cel creat de lumind incidenta, care va impinge electronii
inapoi in pozitia de echilibru. (Figura I.1.). Daca deplasarea electronilor este foarte mare, atunci

si dipolul electric va fi mare, rezultand ca si forta de restabilire creste. [5]

Light Wave

Electric Field

Fig. I.1. Interactiunea dintre lumina si o NPs metalica. [11]

Daca electronii nu mai primesc lumina, atunci ei se vor deplasa de la pozitia de echilibru, osciland
cu o frecventa ce poartda numele de frecventa de rezonanta, care in cadrul suprafetelor plasmonice,
preia denumirea de frecventd plasmonica. Fenomenul este asemanator cu cel al unui oscilator

liniar in care forta de restabilire este proportionld cu deviatia fata de pozitia de echilibru. [5]

In plus, campul electromagnetic rezoneaza cu oscilatiile coerente ale electronilor liberi din metale,

manifestdnd rezonantd plasmonicd de suprafatd (SPR), care se afla la originea culorilor din
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solutiile de metale pretioase coloidale. La NPs metalice, SPR sunt localizate la suprafata

nanoparticulei si poarta denumirea de rezonante plasmonice de suprafata localizate (LSPR). [5]

Pentru a putea determina experimental LSPR, se masoara spectrul de absorbtie din domeniul
vizibil- infrarosu apropiat al coloidului din NPs metalice. In cazul in care avem NPs agregate, se
poate observa o schimbare de culoare a solutiei coloidale, precum si forma si pozitia LSPR. Pentru
NPs dispersate in solutie, pozitia si forma LSPR este datd de: dimensiune, forma, distributia de
dimensiuni, constanta dielectrica a mediului ce inconjoara NPs si constanta dielectrica a metalului

din care sunt realizate NPs. [12]

O consecinta a LSPR sunt culorile nanoparticulelor. Asa cum am mentionat anterior, culorile lor
au fost folosite ca pigmenti decorativi sau pentru a se crea diverse modele de sticlarie. [7] Aurul
de exemplu (Fig. 1.5.1), in cantitdti mari, la lumina are o culoare galbuie, in timp ce aurul aflat in
cantitati mai mici, devine albastru in transmisie. Desigur, albastrul capata, la rdndul lui, niste
nuante de portocaliu, apoi tonuri de rosu si violet, pe mésura ce particula este micsoratd spre ~3
nm. Modificarile de culori apar cand sunt schimbari in SPR, care este frecventa la care electronii

de conductie oscileaza ca raspuns la campul alternativ al cAmpului electromagnetic incident. [7]

E

\ ) N il
N 1>

S

L—::‘—— —

AuNps- albastru AuNps- portocaliu AuNps- rosu AUNps- violet

Fig. 1.5.1. Diferitele culori ale aurului.

Metalele cu electroni liber (Au, Ag, Cu si metalele alcaline) detin in spectrul vizibil rezonante
plasmonice, ce fac ca ele sa aiba culori atat de fascinante. Totusi, mediul in care se disperseaza
particulele de metal este o influentad in caracteristicile lor optice. Indicele de refractie si distanta

medie dintre doua NPs 1si fac simtitd prezenta in modificarea culorilor. In cazul in care avem NPs
9
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agregate, se poate observa o schimbare a culoarii solutiei coloidale, precum si a formei si pozitia

LSPR. In cele ce urmeaza sunt discutati parametrii care influenteaza forma si pozitia LSPR. [7]

|.2. Influenta dimensiunii nanoparticulelor asupra pozitiei si formei LSPR

Dupa cum am mentionat mai sus, pozitia si forma LSPR este influentata de dimensiunea NPs.
Proprietatile SPR ce depind de marimea NPs pot fi explicate prin mai multe metode, dar una dintre
cele esentiale surpinde doud categorii de NPs: cu dimensiunea mai mica de 20 nm Sau Ccu

dimensiunea intre 20-80 nm.

Pentru NPs ce au o dimensiune mai mica de 20 nm, dimensiunea nanoparticulelor afecteaza
latimea si intensitatea LSPR, dar efectul produs asupra pozitiei LSPR este considerabil mai redus.
In figura 1.2., sunt prezentate spectrele de absorbtie ale unor nanoparticule coloidale de argint
(AgNPs) de diferite dimensiuni. Pe masura ce marimea particulei creste, creste si absorbanta, iar

in timp ce se intdmpla acest procedeu, pozitia maximului LSPR se deplaseaza usor. [5]

—~ 0020 Ag NPs
,9 g 20 nm
= n =1.5
m
o 0015}
—_
S
8 0.010
c
(]
LD
S 0.005
S 0.
LD
<
0.000

350 400 450 500
Wavelength (nm)

Fig. 1.2. Spectrul absorbtiei optice pentru AgNPs de diferite marimi. [5]

Pentru cea de-a doua categorie de NPs, dimensiunea lor este intre 20-80 nm. Ele nu sunt
considerate mult mai mici decat lungimea de undid a luminii. In acest caz, diametrul

nanoparticulelor influenteaza pozitia maximului LSPR. [5]

NPs mai mici decdt 20 de nm pot fi descrise ca un dipol electric, in timp ce NPs cu dimensiuni

mai mari nu mai sunt descrise ca un dipol, ca urmare apar si rezonante plasmonice multipolare.
10
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Datorita necesitatii termenilor multipolari, banda de rezonanta este divizatd pe multiple varfuri:

cuadripolului i se atribuie doua varfuri, iar octopolului trei. [5]

1.3. Influenta distributiei de dimensiuni a nanoparticulelor asupra pozitiei si formei LSPR

In ultimii ani, sinteza NPs a ficut progrese uriase, avand ca rezultat obtinerea de NPs
monodisperse (cu dimensiuni foarte apropiate). Spectrul de absorbtie UV-VIs este media
ponderatd a spectrelor de absorbtie ale nanoparticulelor din proba. Practic, in cazul
nanoparticulelor monodisperse, LSPR este ingustd, in timp ce polidispersitatea conduce la o
largire a benzii de absorbtie. In figura 1.2.1., se poate observa cum cu cit este mai mare
polidispersitatea (diferente mari intre dimensiunea nanoparticulelor), cu atat banda plasmonica a
suspensiei coloidale este mai larga. De exemplu, pentru o conglomerare de AgNPs ce au media
dimensiunii 10 nm si dispersia de +4,2 nm, grosimea la semiindltime (FWHM) a benzii de
absorbtie este de trei ori mai mica decdt cea a AgNPs de 10 nm si dispersia de £8,5 nm. Ca si
concluzie, nu se poate determina dimensiunea unei NP doar din grosimea la semiindltime, intrucat

este dependentd de doi parametri: diametrul mediu si distributia de dimensiuni. [5]

[=]
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Fig. 1.3. Distributia dimensionala este reprezentata in partea stanga, iar in dreapta

spectrele de absorbtie optica pentru AgNPs, ambele avand dimensiuni de 10 nm, dar cu diferite

dimensiuni de dispesie. [5]

11
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|.4. Influenta formei nanoparticulelor asupra pozitiei si formei LSPR
NPs sunt de mai multe forme si anume: nanoroduri- ce au dimensiunea intre 1-100 nm, prisme

triunghiulare, nanocuburi, nanocages, sferice, plate sau in forma de stea. [5] In imaginea de mai

jos (Fig. 1.2.2.) se pot vedea cateva din formele pe care NPs le pot lua.

Nanoparticles

\»s

100 nm 1 nm
(eobnndorn b b bbb
Shape
Ty 1'|. i -
< 1\({; 0H— (
Star Cube Sphere

Fig. 1.4.1. Cateva din formele pe care NPs le pot lua. [13]

Rezonanta plasmonicd de suprafatd este influentatd foarte mult de forma NPs. Geometria
particulelor influenteaza, la randul ei, forta de restabilire ce este legata de sarcina ce se acumuleaza
la suprafata particulei. Spre exemplu, in cazul nanoparticulelelor sub formad de bastonase se
observa doua benzi LSPR (fig. 1.4.2), in spectrul de absorbtie corespunzatoare celor doua directii

de oscilatie a electronilor, longitudinala si transversala.

12
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Fig. 1.4.2. Spectrul de absorbtie ale nanorodurilor. [5]

Aici, acumularea de sarcina este maxima atunci cand exista plasmoni transversali si minima atunci
cand electronii se deplaseaza de-a lungul axei longitudinale. Din aceasta cauza, pozitia LSPR
longitudinala este apropiata de pozitia LSPR corespunzatoare nanoparticulelor sferice, in timp ce
pozitia LSPR transversala se deplaseaza spre rosu. Prin modificarea asa-numitului raport de aspect
(raportul dintre lungimea si grosimea bastonasului) este posibild deplasarea LSPR longitudinala
pe un domeniu spectral larg, din vizibil pand in infrarosu apropiat (NIR). Aceastd deplasare a
LSPR este insotitd de modificarea culorii solutiei coloidale. In cazul altor geometrii, la prisme
triunghiulare sau nanocuburi, efectele devin mai dificile, ceea ce demonstreaza faptul ca daca ne

abatem de la sfericitate, atunci rezonanta va avea lungimi de unda mai mari. [5]

1.5. Influenta mediului dielectric din jurul nanoparticulelor asupra pozitiei si formei LSPR

LSPR este dependenta si de mediul dielectric ce se afla in jurul nanoparticulelor. Cel mai important
efect este insa polarizarea mediului. Cand plasmonii de suprafatd sunt excitati se mai creeaza un
camp electric, in vecinatatea NPs, datorita acumularii de sarcind, altul fata de cel creat de lumina
incidenta. Astfel, se produce polarizarea mediului dielectric, la marginea dintre mediul dielectric
si NPs metalice, ca mai apoi sa fie rezultatd o acumulare de sarcina. Aceastd acumulare de sarcina

13
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compenseaza partial acumularea de sarcind datd de miscarea electonilor de conductie din interiorul
NPs. Acest efect conduce la o deplasare a LSPR inspre lungimi de undd mai mari, odata cu
cresterea indicelui de refractie al mediului din jurul nanoparticulei. Proprietatea nanoparticulelor
plasmonice de a detecta modificarea indicelui de refractie al mediului din jurul lor este exploatata

in detectia LSPR. [5]

1.6. Influenta interactiunii dintre nanoparticule asupra pozitiei si formei LSPR

Reiterand cele mentionate in subcapitolul anterior, atunci cand plasmonii de suprafata sunt
excitati, se produce un camp electric in vecinatatea NPs. Dacad NPs sunt apropiate una de alta,
atunci campul ce va fi aplicat NPs o sa fie cel creat de lumina incidenta adunat cu cel creat de
celelalte NPs, din acest lucru rezultand faptul ca se vor schimba conditiile de rezonanta. De obicei,
interactiunea dintre NPs va produce o deplasare spre rosu a benzii LSPR si va creste pana la
latimea completa la jumatate din maxim (FWHM), precum este ilustrat in figura 1.6. [5] Acest
efect este insotit de modificarea culorii suspensiei colidale si std la baza detectiei colorimetrice

(cu ochiul liber).

Extinction coeff. (arb. units)

200 600 800
Wavelength (nm)

Fig. 1.6. Spectrul de absorbtie al nanoparticulelor de aur cu interactiunea dintre nanoparticule. [5]

14
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1.7. Aplicatii biomedicale ale nanoparticulelor

NPs au o gama vastd de domenii in care pot fi folosite: biomedicina, secventierea ADN-ululi,

etichetarea celulelor, hipertemie, eliberarea de medicamente, detectie colorimetrica etc.

a)

b)

d)

Biomedicina- e bine cunoscut faptul ca NPs de metal detin anumite proprietati ce le fac
utile pentru aplicarea lor in biomedicina, fiind si extrem de biocompatibile si usor de
functionalizat. Cercetatorii au aratat ca acestea au dimensiunea biologica comparabila cu
organismele, precum virusii, lanturile de ADN, celulele si bacteriile. Astfel, NPs
functionalizate care prezinta 0 afinitate ridicata asupra celulei/tesutului target pot creste
eficienta si specificitatea tratamentului. [5]

In acest domeniu, diverse NPs de metal sunt folosite pentru diagnosticarea si tratamentul
diferitelor forme de cancer, cele mai cunoscute metale folosite fiind cele de Aur (Au) si
argint (Ag). AgNPs mai sunt utilizate pentru a salva vietile oamenilor ce suferda de HIV,
tuberculoza, lupta impotriva bacteriilor ce au devenit rezistente la diferite antibiotice care
nu mai pot omori bacteria, pentru detectarea si imagistica tumorilor, eliberarea
medicamentelor si 1n terapia prin hipertermie impotriva tumorilor. De astfel, AQNPs au
caracteristici ce s-au dovedit a fi anticancerigene, incetinesc cresterea hormonilor si
combat procesul de formare a unei noi vascularizatii de la vascularizatia preexistentd in
preajma tesuturilor tumorale. [14]

Secventierea ADN-ului — este o metoda ce are la baza permiterea determinarii secventei
nucleotidice a unei molecule de ADN. [15] Aceasta procedura este folosita pentru a inlocui
metoda bazata pe coloranti. E dovedit faptul ca acesti coloranti pot crea anumite probleme,
precum fotodecolorarea si instabilitatea in anumite medii, marginalizand, astfel, utilitatea
acestora. Prin utilizatrea de NPs metalice, are loc depasirea granitelor in ceea ce priveste
rezolutia spatiala si sensibilitatea, lucruri absolut utile pentru a genera teste. Acest depasiri
de limitari sunt posibile pentru ca metalele nobile sunt foarte stabile, iar detectarea unei
cantitati infime de NPs este permisa datoritd faptului ca sectiunea transversala de absorbtie
este asociata cu SPR. [5]

Etichetarea celulelor — pentru acest procedeu sunt utilizate NPs ce sunt functionalizate cu
biomolecule, care pot ajuta la identificarea celulelor canceroase. In functie de ce afinitate
pentru celulele canceroase au moleculele cu care sunt functionalizate NPs, se detecteaza
acele celule prin microscopia optica. [5]

Hipetermia — e o tehnica non-invaziva impotriva cancerului ce are loc prin incalzirea

tesutului viu cu aproximativ 5-10 grade Celsius mai mult decat temperatura corpului,
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pentru a omori celulele anormale. Un alt pas ar fi hipetermia selectiva, ce se ocupd cu
incdlzirea controlatd a celulelor canceroase. Excitarea plasmonilor de suprafata asociata cu
absorbtia luminii produc o incalzire locala ce are efectul de hipetermie. Nanorodurile sunt
functionalizate ca mai apoi sd fie legate la celulele canceroase. Dacd luminam tesuturile
cu laser NIR lungimea de undd a plasmonilor de suprafatd, atunci energia pe care
nanorodurile o absorb este partial transformata in caldura, ceea ce va duce la o crestere a
temperaturii cu cateva grade. Beneficiile acestei proceduri constau in economisirea
tesutului normal si Inlocuirea celulelor maligne cu cele sanatoase. [5]

e) Eliberarea de medicamente- cu influenta hipetermiei, asociata cu excitatia SPR se poate
realiza administrarea de medicamente. In mare parte, acest lucru are loc atunci cand
medicamentele care trebuie furnizate detin o agresivitate mai mare, provocand efecte
adverse nedorite in tesutul sanatos. Procedeul are loc prin acoperirea medicamentului cu
un invelis pentru a nu intra in contact cu celulele non-tinta, iar atunci cand medicamentul
ajunge la celulele tinta, acel invelis este dat la o parte ca sd se poatd realiza procesul de
eliberare si pentru a actiona. In figura 1.6.1. este explicat procedul prin care se inveleste
medicamentul cu un polimer cu AuNPs si anticorpi (1). In timp ce polimerul si anticorpii
ajung la medicament, acesta primeste lumina ce are lungimea de unda silimard cu cea a
SPR (2), ca mai apoi nanoparticulele sa dezvolte o reactie prin care se incalzeste si se

topeste invelisul, lasand sa actioneze asupra medicamentului (3). [5]

(gL

A »
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Fig. 1.6.1. Metoda de eliberare a polimerului cu AuNPs si anticorpi asupra medicamentului, cu

ajutorul iradierii. [5]
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f) Detectia colorimetrica

Detectia colorimetrica bazata pe agregarea nanoparticulelor coloidale de metal nobil este una
dintre cele mai puternice, rapide si sensibile metode pentru detectia in timp real si la fata locului

a diferitilor biomarkeri prin simpla observare a schimbarii culorii solutiei coloidale cu ochiul liber.

Principiul care std la baza detectiei colorimetrice este bazat pe agregarea nanoparticulelor
coloidului ce au fost modificate in prealabil cu (bio)molecule (aptameri, anticorpi, peptide etc.),

astfel Incat sd permita captarea specifica a moleculelor de tinta.

Este cunoscut faptul ca suspensiile coloidale de nanoparticule de metal nobil au culori intense,
aceste culori fiind dependente de morfologia si cuplajul electromagnetic al nanoparticulelor. Din
acest fapt rezultd ca atunci cand NPs sunt agregate, acestea isi modificd semnificativ culoarea,
aceasta modificare fiind vizibila cu ochiul liber. Totusi, schimbarea culorii nu este singura
modificare ce apare in procesul de agregare, avand loc si modifcari spectrale, de obicei, prin
aparitia unei noi benzi plasmonice, ce este data de NPs interconectate, banda ce poate fi obervata

cu ajutorul spectroscopiei UV-Vis-NIR. [16]
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Capitolul Il: Materiale si metode

11.1. Materiale

Materialele folosite pentru realizarea lucrarii au fost: acid ascorbic (CsHsOs), azotat de argint
(AgNOg), citrat de sodiu, clorura de sodiu (NaCl), aptamer (5'-CGA AGG GGA TTC GAG GGG
TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3'), solutie tampon de tip buffer necesard pentru
dizolvarea si dilutia aptamerului, proteina C-reactiva (CRP) si solutie salina tampon de tipul fosfat

buffer salin (PBS) utilizatd pentru diluarea CRP.

Substantele chimice folosite nu au trecut prin nicio purificare Inainte de a fi utilizate. Pentru
sinteza, purificarea, diluarea si re-suspendarea nanoparticulelor coloidale s-a utilizat apa ultrapura,
cu o rezistivitate de aproximativ 18 MQ. Apa a fost obtinuta de la sistemul purificator Milli-Q

(Millipore, Merck, Massachusetts, USA).
11.2. Metode

I1.2.1. Sinteza nanoparticulelor de argint (AgNPs)

Pentru a sintetiza AgNPs, intr-un pahar Erlemeyer s-a realizat un amestec de 47 ml de apa ultrapura
(H20) si 500 ul de acid ascorbic (AA) care a fost incalzit pana la fierbere sub agitare magnetica.
Apoi s-a adaugat un amestec de 1 ml H20, 0,25 ml AgNOs si 1 ml de citrat de sodiu si s-a redus
incalzirea. Dupd 30 de minute, incalzirea a fost opritd, iar solutia a fost ldsatd sub agitare magnetica

pentru inca 30 de minute.

In imaginea I1.2.1 de mai jos, este reprezentati sinteza AgNPs in laborator, dupa adiugarea
amestecului de solutii (1 ml H20, 0,25 ml AgNO3 si 1 ml de citrat de sodiu). In urma sintezei,
solutia coloidald a fost purificata printr-o metodd mecanica, adicd prin centrifugare. Centrifugarea
s-a realizat timp de 10 minute, la o viteza de 12 000 de rotatii pe minut, la temperatura de 25 de
grade. Dupa ce substanta a fost centrifugatd, AgNPs s-au depus la baza eppendorfului, iar cu
ajutorul unei micro-pipete au fost extrase compusii nereactionati aflati in exces (supernatant), ca
mai apoi AgNPs sa fie redispersate n acelasi volum de apd ultrapura, aceeasi cantitate de volum

ca cea eliminata.
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Fig 11.2.1. Imagine digitala a suspensiei coloidale de nanoparticule de argint inregistrata in

timpul sintezei.

11.2.2. Caracterizarea optica si morfologica a AgNPs

Masuratorile UV-Vis-NIR s-au realizat prin intermediul unui spectro-fotometru Jasco V- 730 UV-

Vis (anexa 1) de la compania Jasco International Co., Ltd (Tokyo, Japonia) ce are o rezolutie
spectrala de 1 nm cu scopul de a caracteriza optic nanoparticulele de argint sintetizate. S-au
efectuat masurdtori cu ajutorul unor cuve de cuart (cu drum optic de 2 mm) de la Hellma
(Germania). Masuratorile au fost realizate la temperatura camerei si spectrele au fost analizate prin

programul Spectra Manager.

Microscopia electronica prin transmisie (TEM) a fost realizata pentru caracterizaca morfologica

a nanoparticulelor. Imaginile TEM au fot inregistrate folosind un microscop JEOL JEM-1010
(Tokyo, Japonia).

19



Raluca- loana Apetri Fabricarea De Nanoparticule Plasmonice

Functionalizate cu Aptamer Pentru Aplicatii In Biodetectie

11.2.3. Functionalizare cu aptamer

Aptamerii reprezinti niste secvente scurte de ADN, ARN, XNA. In cazul lucririi de fata,
aptamerul folosit este o oligonucleotida sintetica, scurta, monocatenara, cu afinitate si specificitate
ridicata fatd de CRP. Aptamerul a fost atasat pe suprafata AgNPs cu scopul de a le conferi
stabilitate 1n solutie salind. Pentru dizolvarea si diluarea aptamerului la concentratiile dorite s-a
utilizat o solutie tampon recomandatd de producator. Protocolul de functionalizare constd in
incubarea timp de 15 minute la 25 °C a 320 ul de AgNPs centrifugate impreuna cu 80 pl de

aptamer.

11.2.4. Testarea stabil/izatit AGQNPs in solutie salinag inainte si dupa funcrionalizarea cu aptamer

Stabilitatea AgNPs in prezenta sarii a fost testata prin incubarea unui vloum de 320 ul de AgNPs
+ 80 pl apd cu un volum de 15 pl PBS + 45 ul de NaCl 0,3M. Acest amestec a fost mentinut timp
de 5 minute la 25°C, dupa care s-a inregistrat spectrul UV-Vis-NIR. Volumul de 80 pul apa a fost
utilizat pentru a simula volumul de aptamer, in timp ce volumul de 15 ul PBS a fost utilizat pentru
a simula volumul de CRP (PBS fiind solventul CRP). In mod similar, s-a testat si stabilitatea

AgNPs functionalizate cu aptamer.

11.2.5. Detectia CRP pe baza AgNPs functionalizate cu aptamer

Pentru a putea detecta CRP, au fost utilizate AgNPs functionalizate cu aptamer, conform
protocolului descris mai sus. Concret, peste un volum de 400 pl coloid AgNPs, s-a adaugat solutia
de CRP, luand pe rand concentratiile de la 1 pg/ml, pana la 10 pg/ml. Solutia de CRP a fost
adaugata impreuna cu 45 pl NaCl de concentratie 0,3M. Amestecul a fost 1dsat la 25°C timp de 5
minute. Detectia s-a realizat vizual (colorimetric) prin observarea modificarii culorii solutiilor
coloidale in functie de concentratia de CRP. Pentru cuantificarea CRP s-au colectat spectrele de
extinctie UV-Vis-NIR si s-a realizat o curba de calibrare prin reprezentarea grafica a raportului
dintre absorbanta nanoparticulelor agregate si cea a nanoparticulelor individuale (A467/A400), in

functie de concentratia de CRP.
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11.2.6. Teste de specificitate in detectia colorimetrica a CRP

In plus, a fost realizat efectul altor molecule asupra raportului de agregare a AgNPs acestea fiind
acid ascorbic (AA), hemoglobina (Hem), albumina serica de bovind (BSA) si albuminad sericd de
bovina (BSA) care se afla in lichid corporal stimulat (SBF). CRP a fost inlocuit de aceste molecule,
realizandu-se astfel testele de selectivitate. Dupa ce moleculele au fost adaugate, s-au realizat

spectrele de absorbtie cu ajutorul spectroscopiei UV-Vis-NIR.
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Capitolul III: Rezultate si masuratori experimentale

Strategia de detectie ce a fost realizata in aceasta lucrare se bazeaza pe proprietatea suspensiilor
coloidale de AgNPs de forma sferica de a agrega in solutii saline, fenomen ce este insotit de
modificarea culorii solutiei coloidale, detectia fiind realizatd cu ochiul liber (detectie
colorimetrica). Intrucat agregarea suspensiilor conduce la modificarea proprietatilor plasmonice
prin aparitia unor benzi ce sunt rezultatul nanoparticulelor agregate, determinarea CRP s-a realizat
si prin colectarea spectrelor de absorbtie UV-Vis. Pentru identificarea CRP, AgNPs au fost
functionalizate cu aptamer cu specificitate ridicata fata de CRP. Fuctionalizarea cu aptamer are
rolul de a conferi AgNPs stabilitate ridicatd in solutie salina, in absenta CRP. Mai jos este

prezentata pas cu pas realizarea experimentala a lucrarii, precum si rezultate si concluzii.

I11.1. Caracterizarea optica si morfologica a AQNPs

Formarea AgNPs a fost pusa in evidenta vizual prin colorarea in galben a amestecului de reactie.
Culoarea vizibila este rezultatul interactiunii rezonante a luminii cu NPS prin excitarea plasmonilor
de suprafata din nanoparticulele metalice, orice modificare a culorii solutiei coloidale este insotita
de o modificare a spectrului de absorbtie UV-Vis al nanoparticulelor. De aceea, primul pas a fost
masurarea prin spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR a coloidul obtinut, atat inainte, cat si dupa
centrifugare. La masurareca AgNPs am observat ca suspensia coloidala prezinta o singura banda
plasmonica ce are maximul de absorbtie la 399 nm, ceea ce reprezintd raspunsul plasmonic

caracteristic nanoparticulelor de argint in forma de sfera.
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Fig. II1.1.1. Spectrul de absorbtie a AgNPs sferice, ce au maximul de absorbtie la 399 nm.
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Fig. 111.1.2. Imagini TEM reprezentative ale AgNPs.
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In figura I11.1.2. sunt prezentate doua imagini reprezentative ale AgNPs realizate prin microscopie
electronica de transmisie (TEM), care confirma formarea nanoparticulelor de argint si forma lor

sferica.
II1.2. Studiul stabilitatii AgNPs in prezenta solutiei saline

Un pas important in realizarea lucrarii a fost identificarea parametrilor optimi de detectie. Pentru
inceput, au fost optimizate concentratia molara si volumul de NaCl necesare pentru a produce
agregarea nanoparticlulelor. Pentru a indeplini scopul lucrarii, solutiile coloidale au fost supuse la
diverse concentratii de NaCl. Pentru a simula CRP s-a utilizat si un volum de PBS (solventul
CRP). Spre exemplu, s-a realizat un amestec de 320 ul de AgNPs centrifugate cu 80 pul peste care
s-au adaugat intr-un singur pas 15 pl de PBS si 45 ul NaCl de concentratie 0,3M. Acest amestec a
fost mentinut intr-un vortex la 25°C, pentru 15 minute, fara agitare. Acelasi procedeu s-a efectuat
si pentru urmatoarea proba, modificand doar cantitatea si concentratia de sare, proba continand 60
ul de NaCl de 0,2M. Pentru control s-a preparat o proba cu volum similar de apa, apa inlocuind
PBS si solutia slaina. Modificarea culorii suspensiilor coloidale a fost monitorizata cu ochiul liber.
Prin colectarea spectrelor de absorbtie UV-Vis, s-au putut constata, pas cu pas, proprietatile

plasmonice.
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Fig I11.2.1 Spectrele de absorbtie ale suspensiei coloidale de AgNPs, inainte si dupa adaugarea de

NaCl.
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In figura II1.2.1 se poate observa o scidere a sirii, ce are ca efect agregarea AgNPs si cum la
utilizarea unei concentratii mai mari, in cazul nostru 45 pl de NaCl 0,3M, efectul de agregare este
mai puternic. Mai precis, se observd o scadere mai mare a absorbantei la 400 nm specifice
nanoparticulelor individuale si o crestere a absorbantei in domeniul spectral 450-600 nm datorata
particulelor agregate. Totodata, se observa si cum o cantitate mai mare de sare, dar de concentratie
mai mica (60 pl NaCl 0,2M) afecteaza foarte putin stabilitatea nanoparticulelor, avand doar o
usoara agregare. Prin urmare, pentru a putea duce la bun sfarsit detectia CRP-ului am selectat

volumul de NaCl 45 pl de concentratie 0,3M.

I11.3. Functionalizarea AgNPs cu aptamer

Pentru a obtine specificitate in detectia CRP, AgNPs au fost functionalizate cu un aptamer cu
afinitate ridicati fatda de CRP. In mod particular, am selectat aptamerul 5-CGA AGG GGA TTC
GAG GGG TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3'. Urmdtorul pas a constat In
functionalizarea AgNPs cu aptamer si identificarea concetratiei optime de aptamer necesara pentru
a conferi nanoparticulelor stabilitate in prezenta solutiei saline. Pentru aceasta, solutiile coloidale
de AgNPs (320 pl) au fost incubate cu un volum de 80 pl aptamer, ce avea diverse concentratii (8
uM, 9 uM, 10 uM, 11 pM si 12 uM), ca mai apoi sa fie mentinute pentru 15 minute la 25°C, fara
agitare intr-un vortex cu temperatura controlatd. Dupa 15 min, au fost incubate cu un amestec de
15 pl PBS si 45 pl NaCl 0,3M tot la 25°C, dar timp de 5 minute. S-au realizat doud probe tip
control, una in care volumul de aptamer a fost inlocuit cu un volum similar de apa si alta proba, in

care volumele de aptamer, NaCl si PBS au fost Inlocuite cu apa, avand aceesi parametri.
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Fig. 111.3.1 Spectrele de extinctie ale AgNPs functionalizate cu diferite concentratii de
aptamer in prezenta a 15 pl PBS si 45 pl NaCl 0,3M si cele doua spectre control.

In figura I11.3.1 se pot vedea spectrele realizate prin masurarea UV-Vis-NIR a solutiilor coloidale
de AgNPs functionalizate cu aptamer si expuse la diferite concentratii de NaCl. Pentru referinta,
sunt prezentate spectrele probelor control: (1) o proba ce nu a fost functionalizata cu apatamer si
nu a fost expusa la sare (spectrul de culoare gri); (2) altd proba ce nu a fost functionalizatd cu
aptamer, dar a fost expusi la sare (spectrul de culoare neagri). In plus, pe langa benzile plasmonice
specifice nanoparticulelor, in spectrele functionalizate cu aptamer se observa aparitia unei noi
benzi la 255 nm, banda ce apare datoriti absorbtiei aptamerului. In cazul suspensiei coloidale care
nu a fost functionalizatd cu aptamer, este observabild o scadere a absorbantei nanoparticulelor
individuale (399 nm) si, totodata, o usoara largire a benzii, iar in domeniul spectral 450-600 nm o
crestere a absorbantei (spectrul gri), dupa addugarea sarii, in comparatie cu spectrul probei fara
aptamer, ce nu a fost expus la solutia salina (spectrul negru).

Aceste modificari ale spectrelor sunt asociate cu agregarea nanoparticulelor. In contrast cu proba
control expusa la sare, toate probele functionalizate cu aptamer prezinta o stabilitate mai ridicata
in prezenta NaCl. Totusi, spectrul de extinctie al AgNPs functionalizate cu diverse concentratii de
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aptamer (8-12 uM) are un comportament diferit dupa ce a fost expus la concentratii similare de
NaCl. in mod concret, se observa cum AgNPs functionalizate cu aptamer de concentratii 8, 10, 11
sau 12 uM prezinta o usoara agregare, in timp ce AgNPs functionalizate cu aptamer de concentratie
9 uM (spectrul albastru) au o stabilitate ridicatd. Asadar, concentratia de 9 uM de aptamer este cea

care va fi utilizatd mai departe.

I11.4. Utilizarea AgNPs functionalizate cu aptamer pentru detectia colorimetrica a CRP

Strategia de detectie dezvoltata in aceasta lucrare este bazata pe proprietatea aptamerului folosit
de a se atasa pe suprafata nanoparticulelor, pentru a le conferi stabilitate impotriva agregarii in
solutii saline, n absenta CRP. Prezenta CRP-ului in solutia salind determina o captare specifica
aptamer-CRP, ce este insotitd de modificarea conformatiei aptamerului de pe suprafata
nanoparticulelor. In urma modificarii conformatiei aptamerului, acesta se desprinde de pe
suprafata nanoparticulelor, ceea ce conduce la agregarea nanoparticulelor in solutia salina. Astfel,

in figura I11.4.1. se poate observa mecanismul de detectie.

Pentru a realiza detectia colorimetricd a AgNPs trebuie sd inlocuim volumul de PBS la care au
fost expuse nanoparticulele cu proteina C- Reactiva (CRP). Aceasta proteina este folosita ca un
bio-marker pentru bolile cardio-vasculare, fiind descoperita de cercetatori ca fiind si un marker ce
a fost asociat cu evolutia coronavirusului. A fost aratat faptul ca dacd nivelul de CRP din organism
este <5 mg/l, atunci pacientul este predispus la infarct miocardic, accident vascular cerebral si la

dezvoltarea cardiopatiei ischemice. [10]
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Fig. I11.4.1. Procesul de detectie, prezentat sistematic.

Pentru a vedea daca suspensia coloidala de AgNPs functionalizate cu aptamer detine capacitatea
de a detecta concentratii mici de CRP, dispersia coloidala a fost expusa la diferite concentratii de
CRP (0-10 pg/mL) in prezenta unei solutii saline. Expunerea AgNPs la diferite concentratii de
CRP determina o evolutie a culorii suspensiei coloidale, de la galben (proba control, 0 pg/mL

CRP), la galben-portocaliu si, in final, galben-rosiatic (proba expusa la 10 ug/mL CRP), evolutia

culorii fiind data de cresterea concentratiei de CRP (Figura 111.4.2.).

Fig. II1. 4.2. Imagine digitala cu probele din laborator cu AgNPs+aptamer +CRP+NacCl.
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In figura I11.4.2. am surprins cum substantele si-au schimbat culoarea in functie de cantitatea de
CRP adaugata. Proba numarul 1 este proba tip control ce contine 320 ul coloid, 80 pl aptamer 9
uM, 5 ul PBS si 45 ul NaCl 0,3. Probele numerotate intre 2 si 11 contin CRP in locul PBS-ului,
concentratia accestuia crescand cu cate 1 pg/ml, proba numarul 2 avand 1 pg/ml, proba numarul

3 are 2pug/ml samd. pana la proba 11, care contine 10 pg/ml CRP.

Schimbarile evidentiaza abilitatea nanoparticulelor de argint (AgNPs) de a functiona ca
transductori optici ultrasensibili pentru detectarea colorimetrica (vizuald) a CRP-ului. Pentru ca
schimbarea culorii suspensiei coloidale aduce cu ea modificari spectrale, detectia CRP a fost
monitorizata nu doar vizual, ci si prin colectarea spectrelor de extinctie UV-Vis-NIR, cu ajutorul
spectrofotometrul UV-VIS JASCO V-730 (Figura 111.4.3.). in particular, cresterea concentratiei
de CRP determina o scadere a absorbantei Cce este caracteristica pentru nanoparticulele individuale
(400 nm), simultan cu o crestere a absorbantei in domeniul 450-600 nm datorita nanoparticulelor
interconectate (aglomerate). In figura 1I1.4.3. am analizat efectul CRP-ului asupra AgNPs,
comparatia ce poate fi realizatd datorita faptului cad am adaugat un control, acesta fiind cu PBS in
loc de CRP. Dupa aceste masuratori, am ajuns la concluzia ca este 15 ul CRP este o cantitate mult
prea mare de substantd, asa ca, am luat decizia de a o scadea, urmatoarele probe fiind realizate cu
5 ul de CRP. La fel ca in cazul cu 15 pl de CRP, am comparat rezultatele cu un control, realizat

de data aceasta cu 5 ul de PBS.

Dupa cum se poate observa in figura I11.4.3., de mai jos, faptul ca a fost modificat volumul CRP-
ului a ficut posibila cresterea concentratiei, ajungand la maximul de 10 pg/ml de CRP. in ceea ce
priveste absorbanta datoratd nanoparticulelor individuale, pe masurd ce concentratia de CRP

creste, ea scade liniar.
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Fig. l11. 4.3. Spectrele de absorbtie ale substantelor cu Sul de CRP.

Pentru cuantificarea concentratiei de CRP a fost realizata curba de calibrare, care a fost obtinuta
prin reprezentarea grafica a raportului dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (467 nm) si cea
a nanoparticulelor individuale (400 nm) in functie de concentratia de CRP. S-au realizat doua
seturi de masuratori (Tabelul 111.4.4.), iar pentru fiecare concentratie de CRP au fost calculate
valoarea medie a raportului A467/A400, dar si deviatia standard (Tabelul 111.4.5.). In Figura
I11.4.6. este reprezentat grafic raportul dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (467 nm) si cea
a nanoparticulelor individuale (400 nm) in functie de concentratia de CRP. Deviatia standard este
reprezentata sub forma unor bare de eroare. Se poate remarca o liniaritate intre raportul
absorbantelor si concentratia de CRP, fapt ce permite nu doar detectia CRP, ci si cunatificarea

acesteia.
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Tabelul II1.4.4. Valorile aborbantelor nanoparticulelor agregate (467 nm) si a nanoparticulelor

individuale (400 nm).
masuratoarea 1 | masuratoarea 2 | masuratoarea 1| masuratoarea 2

A400 A400 A467 A467
c 0.631 0.628 0.069 0.070
1 0.600 0.602 0.070 0.074
2 0.577 0.594 0.076 0.089
3 0.476 0.484 0.143 0.145
4 0.436 0.405 0,155 0,175
5 0.324 0.295 0.197 0.188
6 0.265 0.219 0.203 0.176
& 0,227 0.199 0.191 0.164
8 0.140 0.150 0.148 0.151
9 0.146 0.133 0.148 0.138
10 0.136 0,132 0.147 0.144

Tabelul I11.4.5. Valorile rapoartelor absorbantelor, a mediilor aritmetice si deviatia standard.

A467/A400 - masuritoarea 1 A467/A400 - masuritoarea 2 Media Deviatia standard
0,1094 0.1115 0.110 0,0015
0.1167 0.1229 0.120 0.0044
0,1317 0.1498 0,141 0,0128
0.3004 0.2996 0.300 0.0006
0,3555 0.4321 0,394 0,0542
0.6080 0.6373 0.623 0.0207
0,7660 0.8037 0,785 0,0266
0.8414 0.8241 0.833 0.0122
1.0571 1.0067 1.032 0,0357
1.0137 1.0376 1.026 0.0169
1.0809 1.0909 1.086 0.0071
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Fig. 111.4.6. Raportul dintre dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (467 nm) si cea a

nanoparticulelor individuale (400 nm) in functie de concentratia de CRP.

I11.5. Teste de selectivitate

Un aspect important vizat este capacitatea AgNPs de a detecta selectiv biomarkerul tinta, in cazul
de fatd CRP. Selectivitatea AgNPs functionalizate cu aptamer a fost realizatd folosind molecule
care se gasesc In mod obisnuit in fluidele biologice si care ar putea, astfel, interfera cu CRP in
cazul detectiei din probele reale. Reamintim cd rolul aptamerului atasat pe suprafata
nanoparticulelor este de a le conferi stabilitate in solutii saline, pentru a Tmpiedica agregarea
acestora in absenta CRP. Prezenta CRP in solutie salind determind o captare specifica aptamer-
CRP, fiind insotitd de modificarea conformatiei aptamerului atasat pe suprafata nanoparticulelor
si desprinderea acestuia. In acest mod, nanoparticulele vor fi expuse agregarii, fenomen insotit de
modificarea culorii suspensiei coloidale si a spectrului de extinctie UV-Vis-NIR. Selectivitatea
AgNPs functionalizate cu aptamer fatd de CRP a fost evaluatd urmarind stadiul de agregare al
AgNPs in prezenta unei solutii saline, in urma incubadrii cu diferite molecule care se afld in mod
normal in plasma (CRP, acid ascorbic (AA), hemoglobina (Hem)), albumina serica bovina (BSA))

sau substante care simuleaza conditiile din plasma sangvina (fluid biologic simulat (SBF) si BSA).
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In Figura IIL5.1. sunt prezentate spectrele de extinctie ale suspensiilor coloidale de AgNPs
functionalizate cu aptamer expuse la o solutie salind, in urma incubdrii cu CRP, AA, BSA, Hem
sau BSA+SBF, timp de 5 minute la 25°C. Remarcam cd modificarea spectrului de extinctie al
AgNPs in prezenta PBS, AA, BSA, Hem sau BSA+ SBF este neglijabila comparativ cu
modificarea spectrald a AgNPs 1n prezenta proteinei CRP. Concret, suspensia coloidala de AgNPs
expusa la o solutie salina prezinta un stadiu avansat de agregare in prezenta CRP, evidentiat prin

largirea semnificativa a benzii plasmonice si cresterea extinctiei iIn domeniul spectral 450-600 nm.

1,0

control

—— CRP 10ug/ml
— AA

— BSA

—— BSA+SBF
— Hem

0,8 f

absorbance (a. u.)

0,0 : : ' : '

1200 300 400 500 600 700
wavelength (nm)

Fig. I11.5.1. Spectrele de extinctie ale suspensiilor coloidale de AgNPs functionalizate cu aptamer

expuse la o solutie salind, in urma incubarii cu CRP, AA, BSA, Hem sau BSA+SBF.

In imaginea de mai jos, I11.5.2., a fost surprins cum nu apar modificari considerabile din punct de
vedere colorimetric in substantele cu AA (3), Hem (4), BSA (5), BSA+SBF (6), acestea fiind
comparate cu proba (1) care este cea de control, iar proba (2) fiind cea ce contine CRP de 10 pg/ml.

Asadar, daca experimentul ar fi fost realizat cu alte proteine decat CRP, rezultatele nu ar fi fost la

fel.
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Fig. I1l. 5. 2. Probele ce contin AA, Hem, BSA, BSA+SBF, o proba de control si una cu
CRP de 10 pg/ml.

Nivelul de agregare al AgNPs in urma incubdrii cu CRP, AA, BSA, Hem sau BSA+SBF a fost
cuantificat prin raportul dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (467 nm) si cea a
nanoparticulelor individuale (400 nm) (Figura II1.5.3.). Se poate remarca o crestere de 10 ori a
acestui raport in cazul apta-AgNPs incubate cu CRP comparativ cu dispersiile coloidale incubate
cu AA, BSA, Hem sau SBF, ceea ce demonstreaza selectivitatea ridicata a AgNPs functionalizate

Cu aptamer.
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Fig. 111.5.3. Rapoartele dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (467 nm) si a nanoparticulelor
individuale (400 nm).
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Concluzii si perspective

In final, in lucrarea de fati, am sintetizat, caracterizat optic si morfologic suspensii coloidale de
nanoparticule sferice de argint (AgNPs). Nanoparticulele sintetizate au fost functionalizate cu un
aptamer cu specificitate ridicatd fata de proteina C-reactivd (CRP). Functionalizarea AgNPs cu
aptamer a fost pusa in evidenta prin testele de stabilitate in solutie salind. Pentru aceasta au fost
masurate spectrele de extinctie UV-VIS-NIR ale suspensiilor coloidale de AgNPs si AgNPs
functionalizate cu aptamer in urma incubarii cu solutie salind in comparatie cu spectrul AgNPs 1n
absenta sarii. AgNPs functionalizate cu aptamer au fost utilizate cu succes pentru detectia
colorimetrica a CRP, lucru demonstrat atat prin imaginile digitale ce arata schimbarea culorii,
vizibila cu ochiul liber, cat si prin intermediul spectrelor de absorbtie realizate prin UV-Vis-NIR.
Mai mult decat atat, a fost realizatd curba de calibrare prin prezentarea graficd a raportului dintre
absorbanta nanoparticulelor agregate (467 nm) si cea a nanoparticulelor individuale (400 nm), in
functie de concetratia de CRP. Prin acest grafic s-a demonstrat liniaritatea dintre raportul
absorbantelor si concentratia de CRP si, totodatd, cuantificarea concentratiei de CRP. De
asemenea, s-a demonstrat specificitatea AgNPs functionalizate cu aptamer fata de CRP. Prin
urmare, Tn acest studiu au fost atinse cu succes obiectivele propuse, iar ca perspective, imi propun

sa aprofundez cercetarea in domeniul nanosenzoristicii, prin abordarea de noi metode de detectie.
Multumiri:

Aceastd lucrare a fost sustinutd de un grant al Ministerului Cercetdrii, Inovarii si Digitalizarii,
CNCS/CCCDI - UEFISCDI, numarul de proiect PN-111-P4-1D-PCE-2020-1592, in cadrul PNCDI
M.
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ANEXE

Anexa 1

Spectrofotometru Jasco V- 730 UV-Vis- NIR

Fig. Al.1. Aparatul folosit pentru realizarea spectrelor de absorbtie in aceasta lucrare. [17]

Spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR este 0 spectroscopie electronicd, ce functioneaza prin
interactiunea radiatiilor electromagnetice din domeniile UV, Vis si NIR si moleculele unor
substante chimice. Spectrul de absorbtie UV-Vis este practic dependenta absorbantei de lungimea

de unda a radiatiei absorbite.

Concret, in lucrarea de fata, spectroscopia UV-Vis- NIR a jucat un rol important intrucat, datorita
spectrelor de absorbtie realizate, am reusit sa optimizez concentratiile si volumele de solutie salina,
respectiv aptamer si S-a observat detectia colorimetrica a CRP, nu doar cu ochiul liber, ci si prin

observarea scaderii absorbantelor.
Anexa 2

Microscopul electronic prin transmisie (TEM)

Microscopul electronic de transmie (TEM) reprezintd una dintre metodele avansate ale
microscopiei, In care fasciculul de electroni este transmis printr-o proba pentru a realiza o imagine
detaliata a substantelor. Acest microscop realizeaza imagini cu o rezolutie mult mai mare decat

microscoapele clasice.
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