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ABSTRACT

Human C-reactive protein (CRP) is a sensitive biomarker of inflammation and tissue damage
which is associated with various diseases and pathological conditions, such as cardiovascular diseases,
sepsis, viral infections, and recently was identified as an early clinical indicator of the development
of coronavirus disease (COVID-19). Normal CRP levels for humans are between 8.0-10.0 mg/L, but
chronic low levels of CRP (<5mg/l) increase the risk of development of cardiovascular diseases.
Moreover, COVID-19 patients with CRP levels higher than 26.9 mg/l had elevated risks of developing
into more severe cases compared with patients with lower levels of CRP. [1] Therefore rapid, reliable,
high-sensitivity CRP assays are necessary to detect small variations in CRP levels in order to predict
such diseases timely. Thus, a dual CRP colorimetric / thermoplasmonic assay is demonstrated using
colloidal citrate-capped gold nanospheres (AuNPs) as the sensing unit and a CRP-specific aptamer as
the biorecognition element. The spherical structure of the nanoparticle is revealed by the presence of
one localized surface plasmon resonance (LSPR) mode in UV-Vis extinction spectrum. In the
interaction of gold nanoparticles with CRP, aggregate and non-aggregate modes of nanoparticles
changes, thus changing the color of the solution, making the detection of the CRP visible with the
naked eye. UV-Vis spectroscopy is used to evaluate the performance of the sensing method, as the
aggregation of apt-AuNPs emerge a new plasmonic band supported by aggregated NPs. The
concentration of CRP is determined by monitoring the ratio between the LSPR absorption maximum
of aggregated and individual NPs. Another method addressed in this study is the detection using the
thermoplasmonic proprieties of the metallic nanoparticles. By directing a laser radiation of a
wavelength close to the LSPR wavelength of the aggregated nanoparticles, the heat exchange resulted
from this interaction is proportional to the aggregation rate, thus resulting an alternative method of
detection based on the temperature increase of the apt-AuNPs in the presence of CRP.

This new apt-AuNPs based sensing platform brings new horizons in rapid, selective and highly

sensitive detection of CRP.
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INTRODUCERE

Metodele de detectie utilizate in domeniul analizelor medicale au avansat in ultimii ani, iar
pandemia de COVID-19 a demonstrat nevoia urgentd de metode rapide de detectie a patogenilor sau
a biomarkerilor unor boli. Detectia cat mai devreme a biomarkerilor care preced starea patologica a
unor afectiuni este un subiect de interes pentru comunitatea stiintificd actuald. Principalele cauze ale
decesului la nivel global reprezinta bolile cardiovasculare [2], patologii care se dezvoltd in timp, si a
caror efecte pot fi prevenite, oprite sau intarziate in cazul diagnosticului timpuriu. Proteina C-reactiva
reprezintd un marker incipient al infectiei in corp fiind asociat cu afectiuni precum infectiile virale,
septicemie sau boli cardiovasculare. Daca detectia acestuia se poate face prin teste rapide, la fata
locului in point-of-care (POC), cuantificarea acestuia reprezintd o provocare.

Studiul de fata se concentreaza pe o metoda duald de detectie rapida, eficientd, de sensibilitate
mare (high sensitivity - hs) a proteinei C-reactive (CRP), prin intermediul unui biosenzor bazat pe
nanoparticule de aur (AuNPs), functionalizate cu un aptamer cu specificitate ridicata fatd de CRP.
Metoda de detectie este duald deoarece pe de o parte se bazeaza pe inregistrarea “culorii” sau mai
precis a spectrului UV-Vis de rezonanta plasmonicd in functie de gradul de agregare a
nanoparticulelor de aur (detectia colorimetrica) si respectiv pe inregistrarea cresterii temperaturii
nanoparticulelor iradiate laser odatd cu agregarea acestora (termoplasmonicd). Lucrarea este
structurata in 3 capitole principale, si incepe prin prezentarea generala a proprietétilor nanoparticulelor
metalice, aplicabilitatea acestora, motivand astfel alegerea de a le folosi la baza biosenzorului nostru.
De asemenea, 1n acest capitol sunt prezentate pe larg metodele de detectie utilizate in studiu, dar si
metodele actuale de detectie a CRP utilizate la scard largi. In capitolul urmator sunt descrise
materialele si metodele utilizate in cadrul detectiei CRP. Aici sunt descrise pe larg procesul de sinteza,
functionalizare cu aptamer si detectie. Ultimul capitol se concentreazd pe rezultatele obtinute,
demonstrand astfel acuratetea si selectivitatea biosenzorului creat. Lucrarea se incheie cu sectiunea de
concluzii, unde este sumarizat intreg procesul de detectie a proteinei C-reactive.

Contributiile personale aduse 1n cadrul lucrarii de fata, sub indrumarea coordonatorilor constau
in sinteza nanoparticulelor, functionalizarea acestora cu aptamer, detectia CRP, efectuarea testelor de
selectivitate a biosenzorului in prezenta altor elemente prezente in sdngele uman si intepretarea

rezultatelor.
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De asemenea, studiul de fatd a fost validat in cadrul comunitdtii stiintifice prin prezentarea

acestuia 1n cadrul a 3 conferinte internationale sub forma de prezentari-poster:

1.

3.

Aptamer-modified citrate-capped gold nanoparticles for sensitive visual detection of C-

reactive protein, Vlad-Andrei Moldovan, Alexandru-Milentie Hada, Sorina Sudrasan, Timea

Nagy-Simon, Adriana Vulpoi, Simion Astilean, Monica Potara, The 6 edition of International
Conference on Analytical and Nanoanalytical Methods for Biomedical and Environmental
Sciences (IC-ANMBES 2022) 8-10 iunie, 2022, Brasov, Romania

Colorimetric and thermoplasmonic dual-mode detection of C-reactive protein based on

aptamer conjugated gold nanoparticles, Sorina Suardsan, Alexandru-Milentie Hada, Vlad-

Andrei Moldovan, Simion Astilean, Monica Potara, The 4th International Conference on
Materials: Advanced and Emerging Materials (ICM-2022), 19-21 Oct 2022, Barcelona,
Spania

Aptamer-functionalized gold nanoparticles for the highly-sensitive dual-detection of C-
reactive protein, Alexandru-Milentie Hada, Sorina Sudrasan, Vlad-Andrei Moldovan, Simion

Astilean, Monica Potara, Molecular Plasmonics 2023, 11-13 Mai 2023, Jena, Germania
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I. PREZENTARE GENERALA

Cupa Lycurgus reprezintd una dintre cele mai fascinante realizari artistice a vremurilor sale
[3]. Notorietatea acesteia este data de efectul de dicroism care se manifestad prin faptul ca se prezinta
in doud culori care diferd atunci cand lumina este proiectatd dinspre interiorul sau exteriorul cupei
(Figural.1.) Aceasta caracteristica este datd de proprietatea nanoparticulelor de aur si argint din peretii
de sticla a cupei de a prezenta rezonante plasmonice localizate. Exploatarea acestor proprietati
plasmonice in aplicatii de biodetectie formeaza subiectul principal al studiului de fatd. Cu toate ca
sticlarii din acele timpuri nu erau constienti de caracteristicile materialelor si proceselor prin care au
creat cupa Lycurgus si alte opere asemanatoare, astdzi cunoastem aproape in totalitate proprietatile si
caracteristicile nanoparticulelor metalice, iar aplicatiile acestora sunt un subiect actual si de interes
pentru comunitatea stiintifica.

Atunci cand marimea unei particule este redusa la cativa nanometri, proprietatile fizico-
chimice ale materialului se modificd semnificativ. Acest lucru se datoreaza faptului ca proprietatile
suprafetei devin dominante fatd de proprietatile intrinseci ale materialului la scard macroscopica (Ex.:
punctul de topire al naoparticulelor de Au de 2.5 nm e de 300 °C, dar la scard macroscopica e 1064
°C). In cazul nanoparticulelor metalice, una din cele mai remarcabile proprietiti este aparitia
plasmonilor de suprafata. Datorita interactiunii acestor nanoparticule cu lumina incidenta, un set de
electroni liberi oscilanti, numiti plasmoni, devin dominanti si genereaza rezonanta plasmonica de
suprafata. Aceasta rezonanta este un fenomen si o caracteristica intrinsecd a materialelor plasmonice.

In acest caz, o imagine clasica este mai folositoare pentru a descrie plasmonii de suprafata.

Figura I.1. Cupa Lycurgus iluminata din exterior (A), si din interior (B). Diferenta de culoare se datoreaza
prezentei nanoparticulelor de aur (dimensiune aprox. 70 nm). [1]

-7-
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O nanoparticulda metalica poate fi descrisa ca o structurd de nuclee ionice cu electroni de
conductie care se miscd aproape liber In nanoparticuld, precum putem vedea in Figura I.2. Atunci cand
particula este iluminata, cAmpul electromagnetic al luminii induce o deplasare coerentd a electronilor
de conductie localizati la suprafata nanoparticulei, motiv pentru care acesti electroni au o miscare
colectiva sincrond cu unda electromagnetica si poartd denumirea plasmoni de suprafatd (SP - surface
plasmons).[4][5] Datorita faptului ca acesti electroni sunt intrinseci nanoparticulei, va aparea o sarcina
negativa pe o parte a NP, si o sarcind pozitiva pe partea opusa, creand un dipol electric. Acest dipol
genereazd un camp electric in interiorul nanoparticulei opus cu cel al luminii, fortdnd astfel electronii
sd ajunga la pozitia de echilibru. Dacd electronii sunt scosi din pozitia de echilibru si campul este
retras ulterior, electronii vor oscila cu o frecventd specificd numitd frecventda de rezonanta, in cazul
plasmonilor aceasta numindu-se rezonanta plasmonica localizata de suprafatd (LSPR — Localized

Surface Plasmon Resonance).

Camp Nanoparticule
electromagnetic metalice

Nor de
electroni
(plasmoni)

Figura I.2. Reprezentare schematica a plasmonilor de suprafata localizati, unde electronii oscileaza in jurul
nanoparticulei sub camp electric.

I.1. Rezonanta plasmonica localizata de suprafata (LSPR). Caracterizarea

nanoparticulelor.

Rezonanta plasmonica localizata de suprafata (LSPR) este bine cunoscuta datorita frecventelor

rezonante vizibile in infra-rosu sau vizibil, studiate pentru a dezvolta tehnologii biomedicale sau
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energetice noi (bioimagistica, biosenzoristica, nanochirurgie, fotocataliza si stocare de date). Pentru a
obtine benzi LSPR adaptabile si orientate spre aplicatii, caracteristicile fizice precum compozitia,
marimea, geometria, mediul dielectric si distanta de separare dintre nanoparticulele metalice trebuie
determinate precis, luand in considerare permitivitatea mediului inconjurator. In ciuda faptului ca
argintul ofera cele mai intense benzi rezonante dintre toate metalele, totusi aurul este preferat pentru
aplicatii biomedicale datoritd naturii sale inerte si a biocompatibilitatii. Astfel, proprietatile

nanoparticulelor sunt influentate de urmatoarele caracteristici:

1. Compozitia. Chiar dacd nanoparticulele au aceeasi dimensiune si forma, datoritd compozitiei
diferite au rezonanta plasmonica la lungimi de unda diferite, deci si caracteristicile spectrale ale

acestora sunt diferite (Figura .2.1).
2. Dimensiunea. O solutie de nanoparticule din acelasi metal, dar de dimensiuni diferite ofera o

emisie si o absorbtie spectrald la lungimi de unda diferite. De aici denota faptul ca dimensiunea

nanoparticulelor modifica culoarea acestora in solutie coloidala (Figura 1.2.1).

A 200 Ay nanospheres B
[ = 10 nm
\. = 20 nm
\

Optical Density (cm")

DS 400 500 600
10 nm 40 nm 80 nm Wavelength (nm)

C 10 nm 40 nm 80 nm Ag nanospheres — 10 D

- 20 nm
30 nm
= 40 nm
50 nm
60 nm
70 nm
+++ 80 nm
90 nm

Optical Density (cm 1)

. | I 1 —
S 300 400 500 600
Wavelength (nm)

Fig. I.1.1. A) Solutii de nanosfere de Au de diferite dimensiuni [6], B) Spectrul de extinctie al acestora; [7]
C) Solutii de nanosfere de Ag de diferite dimensiuni [8], D) Spectrul de extinctie al acestora. [9]
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In functie de dimensiunea nanoparticulelor, interactiunea radiatiei electromagnetice poate
conduce la mai multa sau mai putina radiatie imprastiata. Absorbtia si imprastierea se petrec simultan
si fenomenul se numeste extinctie. Relevantd pentru caracterizarea nanoparticulelor metalice este
capacitatea de extinctie a radiatiei electromagnetice, aceasta reprezentdnd suma sectiunilor
transversale de absorbtie si imprastiere. Literatura de specialitate ne spune faptul ca extinctia sectiunii
transversale a unei nanoparticule metalice poate ajunge pana la de 10 ori sectiunea ei geometrica,

astfel nanoparticulele metalice putdnd sa absoarba si sa imprastie fotoni departe de pozitia ei fizica.[5]

3. Geometria. Modul in care fenomenul LSPR apare difera in functie de geometria nanoparticulelor.
Astfel apar 2 categorii de nanoparticule: izotrope (cu aceleasi proprietati pe toate directiile) si
anizotrope (cu proprietati diferite in functie de directie). Astfel, nanoparticulele izotrope sunt

nanoparticulele sferice, iar cele anizotrope sunt cele cu forme asferice. Un exemplu este prezentat

in Figura 1.2.2.

A 15 B 2
= 515
s 1 s
8 8 1
8 0.5 2
2 20.5

A B
0 450 500 550 600 650 700 750 O 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura. I.1.2. A) Spectrul de absorbtie al unor nanosfere de Au de 50 nm, C) Imagine SEM al acestor
nanosfere; B) Spectrul de absorbtie al unor nanoroduri de Au de 60 nm. in cazul nanorod-urilor apar 2
benzi de rezonanta corespunzand oscilatiilor longitudinale si transverse. Rezonanta derivata din banda
transversala este slaba si e localizatd in zona vizibila, iar rezonanta longitudinala este puternica si este
localizata in regiunea rosie-NIR fiind benefica pentru aplicatii biomedicale datorita faptului ca fereastra de
transparentd biologica e localizatd in zona NIR. D) Imagine TEM al acestor nanoroduri.

-10-
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4. Mediul dielectric. Mediul inconjurdtor nanoparticulei influenteaza puternic rezonanta plasmonica
a acestora. Rezonanta plasmonica a nanoparticulelor creeaza o sectiune transversald mai mare ca
dimensiunea reald a nanoparticulelor, dimensiune rezultatd din amplificarea campului
electromagnetic din jurul nanoparticulei. Dupd iradierea cu unde -electromagnetice a
nanoparticulei, oscilatiile electronilor liberi genereaza un camp electric aproape de suprafata

nanoparticulei si amplificd campul initial daca diferenta de faza e relativ mica. (Figura 1.2.3).

5. Distanta dintre nanoparticule, agregarea. Proprietitile optice ale NP se modificd atunci cand
acestea agregd, iar rezonanta plasmonilor de suprafatd devine delocalizata, fiind extinsa si la
particule vecine. Astfel, rezonanta plasmonilor de suprafatd pentru particulele izolate scade,
spectrul de extinctie deplasandu-se spre rosu (Figura [.2.4). Astfel, proces de agregare, care poate
fi indus nanoparticulelor in prezenta diferitelor saruri, este o caracteristica relevantad in procesele

de detectie a diversilor compusi din medii saline.

A°
— Dispersed
— Aggregated

2

> 1.0

c

)

o

S I~

205

O

B
200 500 600 700 800 ‘ l > | .

Wavelength (nm)

C

Size Single 2 GNS 3 GNS 4 GNS 5 GNS 10 GNS 20 GNS 30 GNS
Geometry - ’ : %_’
(Dense) ¢ ¢ L %’ 3 1

Figura 1.1.3. A) Spectrul comparativ de extinctie al unor NS de Au de 12 nm 1n stare dispersata respectiv agregata [7]B)
Particulele disperse de Au au o culoare rosiatica, iar daca acestea agrega, culoarea devine albastra si poate progresa spre
transparenta cu precipitate negre [7] C) Geometria unor nanosfere de Au (AuNSs) in functie de numarul de
nanoparticule agregate [10].
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Proprietatile fizico-chimice si biologice a nanoparticulelor ofera posibilitatea ca acestea sa fie
exploatate in diverse domenii: industria alimentard, agriculturd, medicind/biologie, automotive,
electronica, etc.[10] De o importantd majora este aplicabilitatea nanoparticulelor in medicind sau

biologie. Cateva subdomenii unde relevanta nanoparticulelor este majora sunt:

1. Diagnostic - nanoparticulele pot fi utilizate pentru a vizualiza zone specifice din organism. de
exemplu, nanoparticule de oxid de fier (Fe3O4 NPs) au fost utilizate ca agenti de contrast in
imagistica prin rezonanta magnetica nucleard pentru a observa tesuturi si organe.[11]

2. Inginerie tisulara (tissue engeneering) - nanoparticulele au capacitatea de a stimula reparatia
si cresterea tesuturilor si organelor. Un exemplu relevant sunt nanoparticulele de dioxid de
titan (TiO2 NPs) au fost exploatate datoritd capacitatii lor de a stimula cresterea de tesut
0s0s.[12]

3. Transport de medicamente (drug delivery) - datoritd proprietdtilor optice unice ale
nanoparticulelor, simplitatii sintezei si a stabilitatii chimice, acestea sunt capabile sa transporte
medicamente specifice in tesuturile de interes farda sd fie eliberate sistemic, eifcientizand
tratamentul si minimizand efectele adverse ale medicamentelor in tesutul sanatos.

4. Agenti antimicrobieni - Unele nanoparticule precum cele de cupru sau argint detin proprietati
antimicrobiene puternice si sunt explorate pentru a fi utilizate sub forma de pansamente sau

instrumente medicale.

In particular nanoparticulele metalice ofera aplicabilitati suplimentare celor prezentate
mai sus, datoritd caracteristicilor rezonantelor plasmonice de suprafata (LSPR) pe care acestea

le detin.

1. Biosenzoristicai LSPR - Nanoparticulele metalice functionalizate cu molecule biologice
specifice (anticorpi, proteine, ADN) pot detecta alte biomolecule numite analiti sau molecule
tinte. Modificarile LSPR cauzate de legarea biomoleculelor determind o schimbare in spectrul
de absorbtie, permitand detectarea foarte sensibila a analitilor.

2. Terapie fototermald (hipertermie) - Nanoparticulele de aur sunt utilizate in terapia
fototermald, unde absorb lumina si genereaza caldurd localizatd pentru a distruge celulele

tumorale. Aceasta este o aplicatie bazata pe proprietdtile LSPR ale nanoparticulelor metalice.

-12-
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3. Detectarea poluantilor - Nanoparticulele metalice bazate pe LSPR sunt utilizate pentru a
detecta poluanti chimici 1n apa, aer si sol. Acesti senzori pot detecta metale grele, pesticide si
alte substante toxice la concentratii foarte mici.

4. Detectarea markerilor de boala - Senzorii bazati pe nanoparticule metalice pot fi utilizati
pentru a detecta markeri de cancer, proteine asociate bolilor neurodegenerative si alte
biomarkeri specifici bolilor. Aceasta permite diagnosticarea precoce si monitorizarea
progresiei bolii.

5. Colorimetrie - Detectia colorimetricd cu nanoparticule metalice este o tehnicd sensibild si
specifica bazatda pe schimbarile de culoare produse de nanoparticulele metalice atunci cand
interactioneaza cu anumiti analiti. Aceastd metoda are aplicatii extinse in biomedicina,

monitorizarea mediului si chimia analitica.

In cadrul studiului de fata nanoparticulele de aur (AuNPs) au fost utilizate pentru detectia si

cuantificarea sensibild a proteinei de interes , proteina C-reactiva.

1.2. Proteina C-reactiva (CRP). Metode actuale de detectie a proteinei C-reactive (CRP).

Proteina C-reactiva reprezinta un indicator clinic al inflamatiilor sau infectiilor in tesutul uman
si joacd un rol extrem de important In raspunsul inflamator al tesutului uman. [13] Cuantificarea CRP
faciliteaza diagnosticul, prognoza si tratamentul inflamatiei. Valori ale CRP sub 10 pg/ml sunt
considerate normale. Valori intre 10 - 40 pug/ml apar in cadrul infectiilor virale, 40 - 200 pg/ml 1n
cazul infectiilor bacteriale, si peste 200 pg/ml in cazul septicemiei. [14] In cazul pacientilor infectati
cu virusul SARS-CoV-2, valori ale CRP de peste 26,9 pug/ml prezic cu o acuratete mare predispozitia
spre agravare a bolii virale rezultate infectiei fata de pacientii cu valori mai mici ale concentratiei CRP
[15]. Pe de alta parte, valori pe termen lung de sub 5 pg/ml indica un risc ridicat de a dezvolta patologii

cardiace, precum infarct miocardic acut, accident vascular cerebral acut sau boli coronariene [16].
La momentul actual existd 2 modalitati de detectie a CRP:

1. Analiza CRP standard, prin imunoturbidimetrie si nefelometrie sau prin teste rapide care
utilizeaza principii de imunocromatografie, unde CRP interactioneaza cu anticorpi marcati cu

fluorofori sau particule colorate, oferind un rezultat rapid. Acestea sunt limitate datoritd

-13 -
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.....

cuantizeze valori ale CRP periculoase pentru sanatatea cardiaca si a sistemului circulator.

2. Analiza ultrasenzitivd a CRP (high sensitivity CRP analysis) pentru concentratii mici, folosind
metode precum testul imunosorbant legat de enzima (ELISA), teste de chemoluminiscenta.
Astfel de teste pot atinge limite de detectie joase, de ordinul ng / ml, dar sunt extrem de
complexe, lente si necesita echipament scump, neputand fi folosite in diagnosticul point-of-

care (POC).

Astfel, exista nevoia unei tehnici de detectie rapida, sensibila si accesibild pentru populatie de
a detecta valorile CRP in organism. Mai mult, dat fiind faptul ca aceasta proteina este prezentd natural

in corpul uman, relevanta nu este detectia, ci cuantificarea acesteia

1.3 Metode de detectie bazate pe nanoparticulele metalice. Detectia colorimetrica.

Detectia termoplasmonica.

Dupa cum s-a putut observa 1n descrierea de mai sus, nanoparticulele, in special cele metalice
detin proprietati extraordinare, motiv pentru care sunt capabile de a detecta analiti prin mai multe
nanoparticulelor metalice, in special cele de aur si argint. Metodele utilizate la scara larga in detectia
analitilor sunt: detectia SERS (Surface-Enhanced Raman Scattering), colorimetrica, bazata pe
fluorescentd, detectia electrochimici, termoplasmonici, etc. In cadrul acestui studiu, metodele de

detectie alese au fost detectia colorimetrica si detectia termoplasmonica.

Una dintre cele mai rapide modalitati de a detecta un analit este observarea cu ochiul liber a
unor modificari de culoare asociate cu prezenta analitului. Schimbarea culorii unei substante in functie
de concentratia analitului reprezinta o metoda simpla, ieftind si usor de cuantificat si analizat chiar si

de persoane nespecializate.
Detectia colorimetrica are la baza 2 metode, in functie de geometria nanoparticulei.

1. Agregarea. Datorita faptului ca benzile de rezonantda LSPR a suspensiilor coloidale de
nanoparticule sferice de aur (AuNPs) se formeaza in spectrul vizibil, agregarea acestora

cauzeaza o deplasare spre rosu a spectrului de extinctie, respectiv a benzii LSPR. Prezenta

-14 -
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analitului poate induce agregarea nanoparticulelor insotitd de modificarea culorii suspensiei
coloidale, iar determinarea acestuia poate fi cuantificatd prin evaluarea deplasarii benzii

LSPR. Metoda necesita o prealabila calibrare a acestei deplasari in functie de concentratia

analitului.
PN
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Figura 1.3.1. Reprezentare schematica a fenomenului de agregare in prezenta analitului sau a unei solutii cu efect de
agregare

2. Etching. Fenomenul de etching este prezent si in cazul nanoparticulelor izotrope, dar este
observat si utilizat pe larg in cazul nanoparticulelor de forma anizotropa. Prezenta analitului
sau a unei solutii erozive poate induce fenomenul de etching, modificand astfel forma si

dimensiunea nanoparticulelor, implicit benzile LSPR, inducand astfel modificarea culorii

solutiei.

solutie cu efect de agregare

.
o0

Figura 1.3.2. Reprezentare schematicd a fenomenului de etching in prezenta analitului sau a unei solutii cu efect de
agregare

Detectia termoplasmonica exploateazd capacitatea nanoparticulelor metalice de absorbi
lumina (radiatia laser) si a se incalzi cu atit mai mult cu cat lungimea de unda a radiatiei coincide cu
rezonanta plasmonilor de suprafatd (LSPR). Aceastd incalzire este determinatad de ciocnirile

electronilor cvasiliberi de ionii retelei cristaline a nanoparticulei si este eficientd la rezonanta. Astfel,
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o radiatie electromagnetica laser, cu lungimea de undéd apropiata lungimii de unda a benzii LSPR,
indreptata inspre probd va Incalzi proba proportional cu concentratia nanoparticulelor agregate si a
nivelului de agregare. In cazul agregirii datorate prezentei analitului, coeficientul de extinctie creste
si proportional va creste si temperatura. Astfel, se poate face un raport Intre concentratia analitului si

temperatura solutiei in care acesta este analizat.

/ \
/ \
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\ 1
\ 7
N N P / solutie cu efect de agregare
P '
-7~ s I ~ .
, , S . , \ analit
/ \ / \
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\ ' ,'
\
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Figura 1.3.3. Reprezentare schematica a detectiei termoplasmonice in prezenta analitului sau a unei solutii cu efect de
agregare. Temperatura solutiei dupd iradierea laser cu lungime de unda apropiatd benzii LSPR creste proportional cu
nivelul de agregare a nanoparticulelor.

1.4. Biosenzori. Aptasenzori.

Un biosenzor este un dispozitiv analitic, utilizat pentru detectia substantelor chimice si este
compus dintr-o componenta biologica si un detector fizico-chimic. Elementul biologic (tesut,
microorganisme, receptori celulari, enzime, anticorpi, aptameri, etc.) este un material derivat biologic
sau biomimetic care interactioneaza / se ataseaza sau recunoaste analitul. Elementul de detectie sau
transducerul: transforma un semnal intr-un alt semnal si functioneaza intr-un mod fizico-chimic:
optic, piezoelectric, electrochimic, putand fi astfel ugsor masurat sau cuantificat. Astfel, in functie de
modul de functionare si tipul de detectie al biosenzorului, apar mai multe tipuri de biosenzori:
magnetici, termali sau calorimetrici, piezoelectrici, optici, etc [17]. Eficienta biosenzorilor este
caracterizatd de mai multi factori: senzitivitate, timp de raspuns, selectivitate si liniaritate. Dintre

acestea, selectivitatea unui biosenzor reprezintd una dintre cele mai mari provocari In obtinerea unui
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senzor exact. In cazul detectiei proteinei C-reactive s-a folosit un aptamer cu specificitate ridicata

pentru aceastd proteina.

Aptamerii sunt molecule sintetice care pot fi create pentru orice fel de analit-tintd, incluzandu-
1 pe cei nonimunogenici sau toxici. Se ataseazd de analitul-tinta cu o afinitate similard sau mai mare
decat afinitatea anticorpilor. Sunt de 10 ori mai mici decat anticorpii si pot fi alterati chimic cu
exactitate. Pot fi transportati si pastrati cu usurintd. Modul de productie al aptamerilor garanteaza o

reproductibilitate mare a acestora. [18]

Astfel, aptasenzorii sunt biosenzori creati cu scopul de a detecta molecule specifice, avand o
afinitate mare pentru analitul-tinti. In cazul studiului de fatd s-a observat faptul ci prezenta

aptamerilor pe suprafata nanoparticulelor opreste agregarea acestora in mediul salin.
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II. MATERIALE SI METODE

I1.1. Substante chimice utilizate pentru realizarea lucrarii.

Hidrogen tetracloroaurat (III) trihidrat (HAuCl43H>0), trisodiu citrat tribazic dehidrat, solutie
salind fosfat-buffer, Tris-HCI buffer suplimentat cu EDTA, acid ascorbic (AA), albumina serica
bovina (BSA), hemoglobina, proteina C-reactiva (CRP) au fost achizitionate de la Sigma-Aldrich, iar
aptamerul, un ADN monocatenar (ssDNA) cu secventa creata pentru CRP, 5'-CGA AGG GGA TTC
GAG GGG TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3' (M, 12495,2 g/mol) [19] a fost achizitionata de

la Eurogenetec.

I1.2. Sinteza nanoparticulelor de aur stabilizate cu citrat (AuNPs).

Sinteza nanoparticulelor coloidale de aur (AuNPs) s-a realizat prin metoda Turkevich-Frens
bazatd pe reducerea acidului cloroauric (HAuCls) cu citratul de sodiu (Na3sCsHsO7), urmarind o
procedura preluatd si adaptata din literatura de specialitate [20]. Pentru aceasta, o solutie apoasa de
acid cloroauric de 1 mM se incilzeste pana la fierbere, sub agitare. in momentul inceperii fierberii se
adauga 10 mL de citrat de sodiu de concentratie 38.8 mM. Sinteza AuNPs se finalizeazd intr-un
interval de 10-15 minute de la addugarea citratului de sodiu. Pentru a modifica dimensiunea
nanoparticulelor si, implicit pozitia LSPR, s-au realizat mai multe sinteze utilizandu-se diferite
concentratii de citrat de sodiu, toti ceilalti parametri mentinandu-se la fel. In urma fiecirei sinteze s-
au obtinut aproximativ 100 ml de suspensie coloidald care a fost centrifugata ulterior la 10.000 RPM

timp de 10 min la temperatura camerei, pentru a fi purificata.

I1.3. Functionalizarea AuNPs cu un aptamer cu afinitate ridicata fata de CRP.

Aptamerul 5-CGA AGG GGA TTC GAG GGG TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3'cu
afinitate ridicata fatd de CRP a fost dizolvat intr-un buffer Tris-HCI cu EDTA la un pH de 7.4.

Nanoparticulele de aur au fost functionalizate cu aptamerul incuband 320 pl de suspensie coloidala
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de AuNPs cu 80 ul de aptamer de concentratie 5 uM prin agitare cu ajutorul unui vortex orbital cu
temperaturd controlatd, timp de 5 minute la temperatura camerei (25 °C), avand astfel un raport
volumic de 1:4. Stabilitatea nanoparticulelor functionalizate cu aptamer (apt-AuNPs) a fost testata in
prezenta unei solutii saline si comparatd cu cea a nanoparticulelelor nefunctionalizate, expuse la

aceeasi concentratie de sare.

I1.4. Detectia CRP utilizind metoda colorimetrica.

Intr-o proceduri tipica de detectie a CRP, 320 pl de suspensie coloidald de AuNPs se adauga
intr-un tub Eppendorf de 1.5 ml, peste care se adaugd aptamer (80 ul, SuM) sub agitare usoara, la
temperatura camerei intr-un vortex orbital cu temperaturd controlatd timp de 5 minute pentru a se
obtine apt-AuNPs. CRP diluat in PBS (1-10 pg/ml, 50ul) se adauga ulterior si este lasat timp de 10
minute sa reactioneze cu solutia. Pentru a accelera procesul de agregare se adauga in solutie 60 ul de
NaCl (0.2M) simultan cu CRP. Pentru control s-a utilizat o suspensie coloidald expusa la un volum
similar de PBS (fara CRP), toti ceilalti parametri mentinandu-se la fel. In primul pas, detectia s-a
realizat colorimetric (vizual) urmarindu-se modificarea culorii suspensiei coloidale in functie de
concentratia de CRP. In urmitorul pas, s-au masurat spectrele de extinctie UV-Vis-NIR ale
suspensiilor coloidale incubate cu CRP si s-a reprezentat grafic raportul dintre absorbanta
nanoparticulelor agregate si cea a nanoparticulelor individuale (Asss/As23), in functie de concentratia
de CRP. S-a obtinut astfel o curba de calibrare cu un domeniu de liniaritate care permite determinarea

cantitativd a CRP si calcularea limitei de detectie.

IL.5. Detectia CRP utilizind metoda termoplasmonica.

Pentru detectia termoplasmonica, suspensiile coloidale AuNPs incubate cu diferite
concentratii de CRP au fost transferate in tuburi Eppendorf si iradiate timp de 10 min cu linia laser la
638 nm a unui spectrometru Raman portabil. Temperatura a fost masuratd cu o camera cu
termoviziune (Optris P1450), fiind achizitionate si imaginile termografice ale suspensiilor coloidale la
intervale de 1 minut pentru a se compara modificarea temperaturii coloidului in functie de concentratia

CRP.
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I1.6. Investigarea specificitatii AuNPs functionalizate cu aptamer fata de CRP.

Pentru a investiga specificitatea aptamerului si selectivitatea acestuia fatd de CRP am adaugat
3 molecule prezente in sange, acid ascorbic (AA), albumind bovina sericad (BSA) si hemoglobina peste
suspensia de Apt-AuNP, la o concentratie de 8 pl/ml, 50 pl. Am efectuat masuratorile de detectie
precum In cazul CRP, si raportul de agregare Agss/Aszz a fost masurat prin colectarea spectrelor de

extinctie UV-Vis-NIR.

I1.7. Instrumentatie.

Caracterizarea optica a AuNPs s-a realizat dupd fiecare pas (sintezd, functionalizare cu
aptamer, incubare cu diferite concentratii de CRP) prin colectarea spectrele de extinctie UV-Vis-NIR
utilizand un spectrofotometru Jasco V- 730 UV-Vis (Jasco International Co., Ltd ,Tokyo, Japonia) cu

o rezolutie spectrald de 1 nm. Pentru masuratori am utilizat cuve de quartz, cu drumul optic de 2 mm.

Dimensiunea hidrodinamica a nanoparticulelor a fost masuratd prin metoda de Tmprastiere
dinamica a luminii - dynamic light scattering (DLS), iar sarcina suprafetei nanoparticulelor cu si fara
aptamer a fost obtinutd prin masuratori de potential zeta, ambele analize fiind efectuate utilizdnd un

Zetasizer Nano — ZS90. Ambele masuratori s-au efectuat la o dilutie de 1:3 a nanoparticulelor.

Pentru purificarea nanoparticulelor si pentru separarea acestora de supernatant am utilizat 2
centrifugi marca Hettich Mikro 220R si Mikro 22, la 10.000 RPM, folosind tuburi Eppendorf de 1.5
mL.

Pentru omogenizarea solutiilor s-a utilizat un agitator termic marca BioSan Thermo-Shaker

TS-100C.
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III. REZULTATE SI DISCUTII

III.1. Caracterizarea nanoparticulelor de aur inainte si dupa functionalizarea cu

aptamer.

Sinteza nanoparticulelor de aur utilizdind metoda Turkevich-Frens a rezultat intr-un set de
suspensii coloidale de culoare rosu-burgund. Proprietatile optice ale AuNPs au fost investigate prin
colectarea spectrelor de extinctie UV-Vis-NIR. Remarcdm in Figura IV.1.A cd nanoparticulele
sintetizate prezintd o singurd banda plasmonica (LSPR) localizatd la 517, 521 respectiv 526 nm, 1n
functie de concentratia de citrat de sodiu utilizatd in procesul de sinteza. Cele trei clase de dispersii
coloidale au fost utilizate pentru teste preliminarii de stabilitate in prezenta NaCl, aptamerului si a
CRP, dar si pentru optimizari si ulterior pentru detectie. Astfel, s-a constatat cd dispersia coloidald cu
LSPR la 521 nm prezinta stabilitate optima pentru detectia ulterioard a CRP. Aptamerul cu afinitate
ridicata fatd de CRP (5-CGA AGG GGA TTC GAG GGG TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3)
s-a addugat solutiei coloidale prin agitare timp de 5 minute la temperatura camerei, in raport volumic
de 1:4. Atasarea acestuia de nanoparticule s-a demonstrat prin spectroscopia de absorbtie UV-Vis.
Remarcam in Fig. IV.1.B cd 1n urma functionalizdrii cu aptamer, spectrul de extinctie al AuNPs
prezintd doua benzi, si anume: (1) banda plasmonicd de extinctie caracteristicd AuNPs si (2) o noua
banda centrata la 254 nm atribuita absorbtiei aptamerului. Este important de subliniat faptul ca nu apar
semne de agregare in urma functionalizarii cu aptamer (raspunsul plasmonic al AuNPs se conserva).
Misuritorile DLS ofera o dovada in plus privind adsorbtia aptamerului pe suprafata AuNPs. In mod
concret, in urma functionalizarii cu aptamer remarcam o crestere a diametrului hidrodinamic de la 28
la 33 nm. De asemenea, functionalizarea cu aptamer determina o scadere a potentialului zeta de la
-60,2 mV la -56,5 mV, oferind astfel o dovada in plus a prezentei aptamerului pe suprafata AuNPs si

demonstrand stabilitatea ridicatd a nanoconjugatelor obtinute.
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Fig III.1.1 (A) Spectrele de extinctie UV-Vis-NIR a 3 sinteze diferite de nanoparticule. (B) Spectrul de extinctie UV-
Vis-NIR al nanoparticulelor de aur (AuNP) cu (albastru) si fara aptamer (negru).
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Fig. 1I1.1.2. (A) Diametrul hidrodinamic si (B) potentialul zeta al nanoparticulelor de aur inainte si dupa
functionalizarea acestora cu aptamer.

-150 50

Size (nm)

II1.2. Studiul stabilititii nanoparticulelor in prezenta solutiei saline inainte si dupa

functionalizarea cu aptamer.

Urmatorul pas in realizarea lucrarii a fost identificarea parametrilor optimi pentru detectia si
cuantificarea CRP. Astfel, prin testele preliminarii de stabilitate a nanoparticulelor am dorit sa

observam rata de agregare a acestora in prezenta sarii (NaCl) inainte si dupa functionalizarea cu
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aptamer. Am ales o concentratie de NaCl similara cu cea din sange (0.2M) si am expus suspensiile
coloidale la diferite volume de sare (40-70 pl). Se poate observa in Fig. IV.3.A agregarea
nanoparticulelor fird aptamer odati cu cresterea volumului de NaCl. In urma functionalizarii cu
aptamer se observa o imbundtatire semnificativd a stabilitatii dispersiilor coloidale in prezenta
solutiilor saline (Fig. IV.3.B,D). Dupa stabilirea volumului optim de NaCl s-au identificat concentratia
si volumul aptamerului necesare pentru detectia CRP. Acestea au fost preluate initial din
documentatie, iar apoi au fost optimizate dupa ce valorile de NaCl au fost stabilite (Fig.IV.3.C). In
urma acestor teste am identificat urmatorii parametri pentru detectia CRP: (1) concentratia optima de

aptamer de 2 uM si (2) volumul optim de NaCl pentru a accelera detectia de 50 pL.
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Fig II1.2.1. (A) Spectrele de extinctie UV-Vis-NIR ale suspensiei coloidale de AuNPs expuse la diferite volume de NaCl
de concentratie 0.2 M. (B) Spectrul de extinctie UV-Vis-NIR al suspensiei coloidale de AuNPs functionalizate cu
aptamer expusa la 50 ul NaCl de concentratie 0.2 M comparativ cu cel al suspensiei coloidale fara aptamer expusa la un
volum si concentratie similare de sare. (C) Spectrele de extinctie UV-Vis-NIR ale suspensiei coloidale de AuNPs
functionalizate cu diferite concentratii de aptamer si expuse la 50 ul NaCl de concentratie 0.2 M (D) Spectrele de
extinctie UV-Vis-NIR ale suspensiei coloidale de AuNPs functionalizate cu aptamer in urma expunerii la diferite volume
de NaCl de concentratie 0.2 M.
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II1.3. Testarea sensibilitatii nanoparticulelor de aur functionalizate cu aptamer pentru

detectia colorimetrica a CRP.

Detectia CRP a fost efectuata utilizand AuNPs a caror sinteza a fost prezentata in capitolul
anterior. Principiul acestei metode de detectie este ilustrat in Fig. IV.4. In lipsa CRP, aptamerul
interactioneaza cu AulNPs, fiind adsorbit pe suprafata acestora. Modul de adsorbtie este Inca neclar,
de-a lungul timpului propunandu-se diverse teorii (fortele Van der Waals fara inlocuirea citratului de
pe suprafata nanoparticulelor de catre aptamer, efecte hidrofobice, fortele electrostatice cu inlocuirea
citratului cu aptamer etc.). Rolul aptamerului atasat pe suprafata nanoparticulelor este de a le oferi
stabilitate Tn solutii saline, impiedicand agregarea acestora in absenta CRP. In momentul adaugarii
CRP, aptamerul se leagd de aceasta, desprinzandu-se de AuNPs. Expunerea la sarea prezenta in solutie
face ca nanoparticulele de aur sa agrege, schimband culoarea suspensiei coloidale in functie de
concentratia CRP, fiind astfel posibila detectia CRP cu ochiul liber. Un alt mecanism de detectie
exploateaza capacitatea nanoparticulelor de aur de a converti lumina absorbita in caldura, aceasta
proprietate fiind dependentd de absorbanta solutiei coloidale la lungimea de unda excitatoare. Prin
madsurarea temperaturii suspensiilor coloidale expuse la diferite concentratii de CRP in urma iradierii

cu un laser la 638 nm este posibild detectia termoplasmonica a CRP.

detection
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Fig. II1.3.1 Reprezentarea schematica a detectiei duale colorimetrica/termoplasmonica a CRP.
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Fig. I11.3.2. (A) Imaginea fotografica si (B spectrele de extinctie ale AuNPs functionalizate cu aptamer in urma incubarii cu

diferite concentratii de CRP (0-10 pg/mL) in prezenta unei solutii saline.

Capacitatea suspensiei coloidale de AuNPs functionalizate cu aptamer de a detecta

concentratii mici de CRP a fost investigata prin expunerea dispersiei coloidale la diferite concentratii

de CRP (0-10 pg/mL) in prezenta unei solutii saline. Expunerea AulNPs la diferite concentratii de CRP

determinad o evolutie a culorii suspensiei coloidale, de la rosu-burgund (proba control, 0 pg/mL CRP)

inspre albastru-visiniu (Fig. IV.5). Adaugarea ulterioara de sare (NaCl), la aceeasi concentratie cu cea

prezenta 1n solutie face ca dispersia coloidala sa agrege mai tare. Astfel, optimizarea concentratiei

aptamerului este esentiald pentru a obtine o rata liniara de agregare, dependenta de concentratia CRP.

Dupa optimizari, am ajuns la concentratia de aptamer de 2uM, concentratie care stabilizeazda AuNPs

in prezenta NaCl de 0.2M, concentratie prezenta si in probele reale. Timpul de incubare al AuNPs cu
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aptamerul a fost de 5 minute. Modificarea culorii suspensiei coloidale in functie de concentratia de
CRP demonstraza capacitatea AuNPs functionalizate cu aptamer de a activa ca transductori optici
ultrasenzitivi pentru detectia vizuala (colorimetricd) a CRP. Pentru cuantificarea CRP s-au colectat
spectrele de extinctie UV-Vis-NIR ale suspensiilor coloidale de AuNPs expuse la diferite concentratii
de CRP. Remarcam in Figura IV.5..B o scddere a absorbantei benzii plasmonice caracteristica
nanoparticulelor individuale si o crestere a absorbantei in domeniul spectral 600-800 nm asociata cu
nanoparticulele interconectate. Proportia dintre densitatea optica la 685 nm atribuitda AuNPs agregate
si densitatea opticd la 523 nm atribuitd AuNPs monodisperse a fost reprezentata grafic dependent de
concentratia CRP, iar rezultatele sunt prezentate in Fig. IV.5. Dupa operatiile de fitare s-a obtinut un
domeniu liniar de detectie intre 2 si 8 pg/mL cu un coeficient de corelare de 0.977. Limita de detectie

a fost calculata cu ajutorul ecuatiei:

335,

LOD =
S

unde Sy este deviatia standard a curbei de calibrare si S este panta curbei de calibrare. Astfel limita de

detectie a fost calculata ca fiind 0,63 pg/mL.
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Fig. I11.3.3. Reprezentarea grafica a raportului dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (685 nm) si cea a
nanoparticulelor individuale (523 nm) in functie de concentratia de CRP.
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I11.4. Testarea sensibilitatii nanoparticulelor de aur functionalizate cu aptamer pentru

detectia termoplasmonica a CRP.

Capacitatea apt-AuNPs de a actiona ca transductori termoplasmonici ultrasenzitivi pentru
detectia CRP a fost evaluatd in urma iradierii timp de 10 min cu linia laser la 638 nm a unui
spectrometru Raman portabil. Dinamica de incélzire a solutiilor coloidale a fost monitorizata cu o
camerd IR cu termoviziune. Cresterea absorbantei solutiei coloidale la 638 nm 1n urma agregarii
imbunatiteste capacitatea acestora de a converti lumina absorbitd in caldurd comparativ cu
nanoparticulele individuale (Fig.IV.7). Dupd 10 min de iradiere remarcam o crestere a temperaturii
cu 4.3 °C in cazul nanoparticulelor expuse la o concentratie de CRP de 7 pg/mL si doar cu 1.9 °C in
cazul probei control (fard a fi expusa la CRP). Prin reprezentarea graficd a variatiei temperaturii
suspensiei coloidale in functie de concentratia de CRP (Fig. IV.7) s-a obtinut un domeniu liniar de
detectie intre 1 si 7 pg/mL CRP. Rezultatele obtinute demonstreaza capacitatea apt-AuNPs de a
integra mecanismele colorimetrice si termoplasmonice pentru detectia ultrasenzitiva si cuantificarea

CRP. Limita de detectie (LOD) obtinuta prin metoda termoplasmonica este de 1.66 pg/mL.
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Fig. II1.4.1. (A) Imaginile termografice ale AuNPs functionalizate cu aptamer pentru proba control (0 pg/mL

CRP) si proba expusa la cea mai mare concentratie de CRP (8 pg/mL) in urma iradierii cu o linie laser la 638

nm pentru 0, 5 si 10 min (B) Reprezentarea grafica a variatiei temperaturii suspensiei coloidale in functie de
concentratia de CRP.
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IIL.5. Testarea selectivitatii nanoparticulelor de aur functionalizate cu aptamer pentru

detectia CRP.

Ulterior, pentru a verifica selectivitatea acestui biosenzor, diversi compusi care se afld in
sange, precum CRP, Acid ascorbic, bovine-albumine serum, hemoglobind au fost incubati cu
suspensia coloidald apt-AuNPs la o concentratie de 8§ mg/l in prezenta NaCl. Ca si control s-a folosit
o proba cu PBS incubata in acelasi mod. Imaginile fotografice din Fig. IV.6.A demonstreaza afinitatea
puternica a biosenzorului apt-AuNPs fatd de CRP, comparativ cu ceilalti compusi. Graficul din Fig.

IV.6.B demonstreaza cu ajutorul spectroscopiei UV-Vis specificitatea apt-AuNPs fatd de CRP.
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Fig I11.5.1. (A) Imaginea fotografica a apta AuNPs incubate cu CRP, acid ascorbic, albumind bovina serica sau
hemoglobina de concentratie 8 mg/l in prezenta unei solutii saline comparativ cu proba control (fard CRP). (B)
Testul de selectivitate a apta AuNPs 1n detectia colorimetrica a CRP realizat prin reprezentarea grafica a raportului
dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (685 nm) si cea a nanoparticulelor individuale (523 nm).
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CONCLUZII

In cadrul acestei lucrari de disertatie a fost realizat un biosenzor specific pentru detectia
cantitativa a proteinei C-reactive (CRP). Biosenzorul, bazat pe nanoparticule sferice de aur (AuNPs)
functionalizate cu aptamer, a fost realizat parcurgand urmatorii pasi: (1) sinteza suspensiilor coloidale
de AuNPs urmarind protocolul descris de Turkevich-Frens; (2) functionalizarea AuNPs cu un
aptamer cu afinitate ridicata fatd de CRP; (3) caracterizarea AuNPs inainte si dupa functionalizarea
cu aptamer prin spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR, masuratori de imprastiere dinamica a luminii
(DLS) si potential zeta; (4) testarea stabilitatii AuNPs inainte si dupa functionalizarea cu aptamer prin
expunerea acestora la o solutie salind si colectarea spectrelor de extinctie UV-Vis-NIR. Am constatat
ca nanoparticulele astfel functionalizate (apt-AuNPs) au rezistat agregarii in mediu salin, fapt datorat
protectiei oferite de aptamer. Detectia CRP a fost efectuatd folosind 2 metode, si anume: (1) metoda
colorimetrica bazatd pe proprietatea suspensiilor coloidale de nanoparticule metalice de a agrega in
solutii saline, fenomen insotit de modificarea culorii solutiei coloidale, detectia fiind realizata cu
ochiul liber. Intrucat agregarea suspensiilor a condus la modificarea proprietitilor plasmonice a
AuNPs, detectia si cuantificarea CRP s-a realizat si prin colectarea spectrelor de extinctie UV-Vis-
NIR. (2) metoda termoplasmonica, bazatd pe capacitatea nanoparticulelor de a converti lumina
absorbita in caldurd, aceasta proprietate fiind dependenta de absorbanta solutiei coloidale la lungimea
de unda excitatoare. In procesul de detectie, aptamerul cu afinitate fata de CRP se desprinde de pe
nanoparticule, atasandu-se de CRP, si lasand astfel AuNPs sd agrege 1n prezenta sarii. Rata de
agregare este direct proportionald cu concentratia de CRP prezenta in solutie, astfel prin ambele
metode rezultd curbe de calibrare cu domenii de liniaritate asemanatoare. Detectia colorimetricd s-a
dovedit a avea o senzitivitate mai mare, ajungand pand la o limita de detectie de 0,63 pg/mL.
Specificitatea biosenzorului fatd de CRP s-a confirmat prin adaugarea de diverse molecule care se afla
in sange, precum CRP, acid ascorbic, albumind bovina serica, hemoglobind, urmand acelasi proces de
detectie cu cel al CRP. Acest test a dovedit afinitatea biosenzorului fata de CRP, rezultatele obtinute
pentru celelalte molecule fiind similare cu cele ale probei de control. Astfel, acest biosenzor reprezinta
o alternativa ultrasensibild, rapida, ieftind si cu posibilitatea de a fi produs la scard largad si
comercializat, avand un prospect bun in Imbunatétirea detectiei proteinei C-reactive, aducand astfel
un aport pozitiv in detectia timpurie si prevenirea patologiilor cardiovasculare, dar si a infectiilor cu

prognoza proasta la pacientii afectati de patologii care afecteaza concentratia CRP.

-29-



Moldovan Vlad Andrei Detectia proteinei C-reactive prin metode de
colorimetrie si termoplasmonicd

Multumiri

In cele din urma aduc multumiri doamnei cercetitor Monica Potara pentru ghidajul primit in
pregatirea acestei lucrari de disertatie, atit in partea experimentala cat si in cea teoretica. De asemenea,
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