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Abstract

Noble-metal nanoparticles are frequently employed in nanomedicine for diagnostic and sensing
purposes due to their tunable optical characteristics and high surface reactivity. This MSc
dissertation focuses on the development of a visual approach for detecting C-reactive protein
(CRP), an inflammation biomarker, by exploiting the Tyndall effect which involves light
scattering by gold nanoparticles (AuNPs) functionalized with a CRP-specific aptamer.

The detecting approach relies on measuring the amount of laterally scattered light from as-
funtionalized colloidal AuNPs when exposed to a coherent light source (640 nm) in the presence
of CRP. Upon aptamer-target engagement, AuNPs aggregate, changing the optical transparency
and producing a distinct Tyndall beam. The phenomenon was observed by irradiating the colloidal
suspension with a red laser pointer, and the optical effect was photographed with a smartphone

camera for qualitative investigation.

The method was refined by controlling the aptamer and salt concentrations, and to confirm the
determination of CRP, traditional colorimetric detection based on the color variation of the
colloidal suspension was used, along with UV-Vis absorption spectroscopy. Reduced absorbance,
along with visible variations in beam intensity, enabled quantitative detection of CRP. The
suggested approach demonstrates a simple, low-cost, and label-free method for quick CRP

sensing, which has potential uses in point-of-care diagnostics.
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Introducere

Proteina C-Reactiva (CRP) reprezintd un biomarker pentru descoperirea timpurie a bolilor cardio-
vasculare, valorile sale crescute indicand, totodatd, diferite inflamatii sau infectii din organism.
Pentru pacienti, nivelul scazut de CRP din singe, si anume, intre 3-5 pg/mL reprezintd un risc
ridicat pentru aparitia bolilor cardio-vasculare, intre 1-3 pg/mL, un risc mediu, iar sub 1 pg/mL,
un risc scazut. Metodele standard de testare sunt costisitoare si presupun personal calificat, iar o
solutie pentru identificarea CRP se bazeaza pe utilizarea nanoparticulelor de metal nobil, datorita

rezonantelor plasmonice de suprafata localizate care apar la interactiunea cu lumina.

Lucrarea de fata isi propune dezvoltarea si evaluarea unei metode de detectie a proteinei C-
Reactive (CRP), bazata pe efectul Tyndall. Acest efect reprezinta un fenomen de imprastiere a
luminii in solutiile coloidale. S-au utilizat nanoparticule de aur (AuNPs) ce au fost functionalizate
cu un aptamer ce prezintd o specificitate ridicata fatd de CRP. Metoda de detectie este rapida, are
un cost redus si permite detectia vizuald a CRP, avand nevoie doar de un pointer laser de culoare
rosie de 640 nm, ca sursd de lumind pentru a pune In evidenta efectul Tyndall. Rezultatele
experimentale din aceasta lucrare au fost obtinute la Institutul de Cercetari Interdiciplinare in Bio-

Nano-Stiinte din cadrul Universitatii Babes-Bolyai.

Studiul este Impartit pe trei capitole. Primul capitol cuprinde scurte informatii despre ce este CRP,
metodele prin care aceasta se poate determina, o scurtd prezentare a nanoparticulelor de metal
nobil si a proprietatilor pe care acestea le au si, in final, diferite metode de detectie. Aceste metode

au la bazd nanoparticulele de aur si a fost pus accentul pe detectia colorimetrica si importanta ei.

In cel de-al doilea capitol, sunt prezentate detaliile experimentelor ce au avut loc in laborator,
incepand cu sinteza AuNPs si apoi functionalizarea cu aptamer a acestora. Tot in acest capitol, s-
au detaliat modul in care s-a realizat detectia atat colorimetrica, cat si cea prin efectul Tyndall,
urmand discutia despre testele de selectivitate realizate. Aici mai sunt ilustrate tehnicile de
caracterizare optica si morfologica a nanoparticulelor prin cele douad tipuri de metode, cea prin

spectroscopia UV-VisNIR si cea prin microscopia electronica de transmisie (TEM).

In ultimul capitol, au fost interpretate rezultatele experimentale obtinute. S-a inceput cu
caracterizarea optica si morfologica a AuNPs, ca mai apoi sa se studieze stabilitatea acestora in
solutie salind, cu si fard aptamerul cu o specificitate ridicatd fata de CRP. Dupa aceste experimente
a avut loc realizarea detectiei colorimetrice a CRP si detectia prin efectul Tyndall. Ultimul pas a
fost cel al testelor de selectivitate pentru a concluziona ca aptamerul folosit in experiment este

specific doar pentru CRP. In final, sunt prezentate concluziile la care s-a ajuns.
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Capitolul I: Proteina C-reactiva

In anul 1930, cercetitorii William Tillet si Thomas Francis de la Univeritatea Rockefeller au
descoperit un bio-marker numit proteina C-reactiva (CRP), a carei structurd se poate observa in
figura I.1. Aceasta reprezinta cea de a treia fractiune serologica identificata de cei doi cercetatori,
dandu-i numele de “fractiunea C”, care putea fi extrasda de la pacientii infectati cu pneumococ.
Componenta aceasta se diferentia de fractiunile descoperite pana atunci — nucleoproteicd si
polizaharidica capsulara- prin caracteristicile sale de a fi identificatd cu ajutorul anticorpilor,
indicand implicarea sa intr-un anumit raspuns imun. In anii care au urmat, cercetatorii Oswald
Avery si Maclyn McCarty au descris CRP ca fiind un “reactant de faza acuta”, lucru care indica
valori mult mai ridicate in serul pacientilor care au fost expusi la stimuli inflamatorii, dar si in
cazul miocarditei si al inflamatiei specific febrei reumatice. Un alt cercetdror din Stockholm si-a
dat seama de faptul ca existd o legatura intre CRP si aterotromboza, nivelul de CRP crescand dupa
un infarct miocardic acut. [1] Atunci cand este vorba de concentratii medii de CRP, nu exista o
diferentd clara intre barbati si femei, nsa la femeile Tnsarcinate s-a gasit o concentratie mai mare

atunci cand sarcina este Tnaintata. [2]

Figura I.1. Imagine cu proteina C-reactiva. [3]

in cazul adultilor donatori de sange, concentratia mediana a CRP ce se giseste in plasmi este de
aproximativ 0,8 mg/L. Valoarea identificatd a percentilei 90 este de 3 mg/L, iar la percentila 99
este de 10 mg/L. Atunci cand apare un stimul inflamator intens, concentratiile de CRP pot creste
seminificativ, de la mai putin de 50 pg/L, pana la peste 500 mg/L, ceea ce reprezinta o crestere de
pand la 10.000 de ori fatda de valorile de baza. Hepatocitele sunt singurele care produc CRP,
expresia sa fiind controlatd exclusiv de nivelurile transcriptionale de interleukina-6 (IL-6). S-a

speculat cd ar exista si alte surse de sinteza si secretie a CRP, insd nu s-au gasit dovezi clare in
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acest sens. Ficatul 1si Incepe productia de CRP de novo, ca urmare a aparitiei unui stimul
inflamator, in decursul a cateva ore. Prin urmare, nivelurile serice depasesc 5 mg/L in aproximativ
6 ore, iar In 48 de ore ajung la concentratia lor maxima. Indiferent daca este vorba despre o stare
de sdnatate sau de boala, timpul de Injumatatire plasmatica a CRP este de aproximativ 19 ore. Ca
rezultat, rata de sintezd hepatica este principalul factor care afecteazd concentratia de CRP,

reflectand intensitatea procesului patologic care o stimuleaza. [4]

Pe de alta parte, s-a constatat ca dezvoltarea bolii coronariene, a accidentului vascular si a
infarctului miocardic acut sunt in stransd legatura cu nivelul cronic redus al CRP sub 5 mg/L,
facand ca CRP sa fie un marker pentru identificarea acestor boli. Recent, in timpul aparitiei
COVID-19, s-a descoperit cd CRP poate sa fie utilizatd in triajul pacientilor diagnosticati cu
COVID-19, putand prezice, totodata, si riscul de agravare a bolii. Astfel, pentru pacientii care au
fost identificati cu un nivel crescut de CRP in singe (> 26,9 mg/L) s-au observat riscuri
semnificative de a evolua in cazuri grave, in timp ce pacientii cu un nivel redus de CRP nu sunt

susceptibili la progresia bolii. [5]

I.1. Metodele utilizate pentru determinarea CRP

Determinarea concentratiei serice a CRP este fundamentald pentru practica medicala moderna,
fiind utilizata, dupa cum a fost mentionat mai sus, pentru a evalua inflamatiile acute si procesele
inflamatorii cronice. Testarea CRP poate fi realizatd prin doud proceduri, in functie de contextul
clinic si de sensibilitatea necesara. Aceste doud metode sunt: o metoda standard si o metoda high-

sensitivity CRP (hs-CRP).

Metoda standard pentru determinarea CRP a fost conceputa pentru a identifica-valori ridicate ale
CRP, in intervalul 10-500 mg/L, cele mai frecvent utilizate fiind testele de aglutinare latex. Totusi,
aceste metode au un grad scazut de specificitate, rezultatul obtinut fiind pozitiv, indiferent de
severitatea inflamatiei. Au aparut ulterior metode mult mai moderne prezum nefelometria cu laser,
imunonefelometria, turbidimetria, testele bazate pe chimioluminiscenta si testele imunoenzimatice
(ELISA), care permit cuantificarea CRP cu precizie si rapiditate. [2] Aceste metode sunt mai
eficiente, insa nu sunt adaptate pentru a se realiza testarea imediatd a CRP direct in cabinetul
medicului sau la patul pacientului, numita si testare de tip Point of Care (POC). Exista niste
dezavantaje precum faptul ca sunt mai complexe, costisitoare, au nevoie de o duratd mai lunga de

timp pentru realizare, necesitand si un personal calificat. [5]
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Nivelurile cronice scazute de CRP indica un risc ridicat de a dezvolta boli cardiovasculare, infarct
miocardic acut sau accident vascular cerebral ischemic. Concret, un nivel cronic al CRP de 1 mg/L
indica un risc scazut, de la 1 mg/L pana la 3 mg/L — risc moderat, in timp ce nivelul CRP intre 3
mg/L si 5 mg/L indicd un risc ridicat pentru dezvoltarea acestor boli. Nivelurile scazute de CRP
(intre 0.3 si 10 pg/mL) sunt determinate cu testele high-sensitivity. [6]. Aceste teste sunt adaptate

pentru cuantificarea

I.2. Nanoparticulele de metal nobil si proprietatile acestora

Metodele mentionate anterior, cele standard si high-sensitivity, ce sunt utilizate pentru
determinarea CRP au nevoie, de cele mai multe ori, de echipamente costisitoare, personal
specializat, fapt ce poate impiedica utilizarea acestora In situatii unde este necesar un raspuns
rapid. Din aceasta cauzd, pentru diagnosticul contemporan, a apdrut dorinta de a crea metode
alternative, usor de utilizat. Aici isi face simtitd prezenta nanotehnologia, in mod special utilizarea
de nanoparticule de metal nobil, ce au oferit noi perspective asupra credrii de biosenzori eficienti,

capabili sa raspunda conceptului POC.

Utilizarea nanoparticulelor de metal nobil (aur, argint) in (bio)senzoristici se bazeaza pe
exploatarea proprietatilor fizico-chimice unice ale acestora, proprietati care nu se Intalnesc la scara
macroscopicad. Spre exemplu, nanoparticulele coloidale de metal nobil, numite si nanoparticule
plasmonice (PNPs), prezinta stabilitate chimica ridicata si o chimie a suprafetei care permite
modificarea acestora cu elemente de recunoastere moleculara pentru tintirea specificd a
(bio)moleculelor de interes. Mai mult, proprietdtile optice ale PNPs sunt dominate de asa-numita

rezonantd plasmonica de suprafatd (engl. surface plasmon resonance -SPR).

Rezonanta plasmonica de suprafatd surprinde oscilatia colectiva a electronilor liberi la suprafata
unei nanoparticule de metal sub excitatia unui cadmp electromagnetic. Mai precis, atunci cand o
nanoparticuld metalicd este excitatd cu un camp electromagnetic se produce o acumulare
(confinare) a electronilor liberi la suprafata nanoparticulei, rezultdnd o separare de sarcind in
interiorul nanoparticulei asa cum se poate observa in figura I.1. Aceasta separare de sarcina dintre
electronii liberi deplasati la suprafata nanoparticulei si nucleele ionice pozitive fixe are ca rezultat
aparitia unui forte de restaurare in interiorul nanoparticulei care tinde sd aduca electronii la pozitia
de echilibru, producand o oscilatie dipolara a electronilor cu aceeasi faza, acestia osciland cu asa-
numita frecventa plasmonicd. Rezonantele plasmonice de suprafata apar cand frecventa campului
incident este in rezonanta cu oscilatia coerentd a electronilor liberi din metal. Electronii aflandu-

se sub influenta unui camp electromagnetic incident, au ca rezultat determinarea si dispersarea
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intensa a luminii in regiuni spectrale foarte bine definite in suspensiile coloidale ale metalelor

pretioase. [7], [8]

Light Wave

Electric Field

Figura I.1. Reprezentarea schematica a interactiunii unei nanoparticule metalice de forma sferica

cu un camp electromagnetic [9]

La nanoparticulele de metal aceastd rezonantd plasmonica de suprafatd se afld la suprafata
particulei, de aici si numele de rezonanta palsmonicd de suprafata localizatd (LSPR). Pentru
suspensiile de AuNPs, acestea capata culori vii si caracteristice, un exemplu fiind culoarea rosu
pentru nanoparticulele de forma sferica ce au fost dispersate in apd. [7] Aceasta caracteristica a
nanoparticulelor de metal, si anume, culorile acestora, reprezintd o consecinta a LSPR. Forma si
pozitia LSPR 1n cazul nanoparticulele de metal nobil suspendate in solutie sunt influentate de:
dimensiunea NPs, forma NPs, distributia de dimensiuni, distanta interparticule, constanta
dielectricd a mediului ce inconjoard nanoparticulele si constanta dielectrica a metalului din care

sunt confectionate. [10]

Dupa cum a fost mentionat anterior, dimensiunea nanoparticulelor este foarte relevanta pentru
forma si pozitia LSPR, Intrucat daca diametrul lor creste, va avea loc o deplasare spre rosu, adica
un anume “red-shift” a benzii plasmonice si largirea acesteia. In ceea ce priveste forma
nanoparticulelor, aceasta este In stransd legdturd cu sarcina de la suprafata particulei, iar un
exemplu foarte relevant pentru aceastd informatie este faptul ca nanoparticulele ce au forma de

bastonase prezintd doud benzi plasmonice. Aici are loc oscilatia electronilor pe doud directii:
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longitudinala si transversald. Desi modurile plasmonice transversale au acumulare de sarcina
maximad, cele longitudinale au acumulare minima, fapt ce explica deplasarea spre rosu a LSPR
transversald. Deplasarea poate fi extinsd din regiunea vizibild pand in infrarosu (NIR) prin
ajustarea raportului de aspect (lungime/grosime), fapt care determind si modificarea culorii

solutiei coloidale. [7]

In cazul distributiei de dimensiuni, au fost obtinute rezultate foarte bune in ceea ce priveste sinteza
de nanoparticule monodisperse. In cazul lor, LSPR are o forma ingusti, iar la cele polidisperse se
poate observa largirea benzii LSPR. O alta caracteristica ce influenteaza pozitia si forma LSPR o
constituie indicele de refractie al mediului dielectric ce inconjoard nanoparticula. Aceasta

sensibilitate se poate exploata in fabricarea senzorilor optici bazati pe detectia LSPR. [7]

Dezvoltarea metodelor de sinteza permite obtinerea cu un inalt grad de reproductibilitate a
suspensiilor coloidale de nanoparticule de aur, argint sau combinatii Au-Ag cu dimensiuni si

forme bine controlate, astfel incat sa raspunda unei aplicatii vizate.

I.3. Utilizarea nanoparticulelor de metal nobil in detectie

Nanoparticulele de argint (AgNPs) si nanoparticulele de aur (AuNPs) sunt utilizate frecvent pentru
a putea detecta ioni metalici, biomolecule si substante toxice in probele din mediu, biologice si
alimentare. Nanoparticulele functionalizate cu elemente de (bio)recunoastere interactioneaza cu
compusii tintd, iar raspunsul lor de (bio)recunoastere este transformat in semnale detectabile,
incluzand atat semnalul electrochimic, cat si cel optic. Dupd cum s-a mentionat anterior in lucrare,
datorita proprietatilor optice, nanoparticulele de aur (AuNPs) s-au utilizat in diferite metode de
indicelui de refractie al mediului din jurul nanoparticulei, fluorescenta, spectroscopia Raman
amplificata de suprafatd (engl. Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (SERS)) si electrochimia,
fiind niste metode rapide, neinvazive si sensibile. Metodele enumerate mai sus exploateaza
proprietatile nanoparticulelor plasmonice pentru a detecta concentratii cat mai scdzute de analit cu
inaltd specificitate si a extinde intervalele de detectie, oferind atat informatii calitative, cat si
cantitative despre compusul tinta. [11] In figura 1.3.1. este exemplificati integrarea
nanoparticulelor de metal nobil in trei categorii de senzori: cel fluorescent, colorimetric si
electrochimic. Aceste sisteme sunt mai apoi utilizate in diferite domenii precum protectia
mediului, industria alimentara si biomedicind, aratand ca nanoparticulele au o aplicabilitate si o

versatilitate larga 1n detectie. [8]



Raluca-loana Apetri Detectia Vizuala a Proteinei C-Reactive Bazatd pe Efectul

Tyndall pe Nanoparticule de Aur Functionalizate cu Aptameri

OO\.
®
| | |

Fluorescent  Colorimetric Electrochemical

sensors sensors sensors
l l |
Application

-
X

Environment Food Biology

Fig 1.3.1. Aplicatiile senzorilor de baza ai nanoparticulelor. [§]

Incorporarea metodelor optice cu tehnicile electrochimice a dus la crearea unor senzori ce sunt

atat versatili, cét si bi-reactivi, ce au reusit sa imbunatiteasca semnificativ capacitatile de detectie.

In continuare sunt descrise pe scurt citeva metode de detectie in care sunt exploatate proprietitile

optice ale nanoparticulelor de metal nobil.

1.3.1. Detectia colorimetrica

Detectia colorimetrica este adaptatd pentru determinarea in timp real si on-site a diferitilor
biomarkeri. Aceasta tehnica se bazeaza pe agregarea nanoparticulelor, modificate cu elemente de
(bio)recunoastere In urma captdrii specifice a moleculelor tinta. Se stie ca suspensiile coloidale
de nanoparticule de metal nobil au culori vibrante, morfologia si cuplajul electromagnetic
determinand culorile. Deci, se poate spune cd atunci cand nanoparticulele agrega, culoarea se
modifica, putdnd fi observatd cu ochiul liber, acest fenomen stind la baza mecanismului de
detectie colorimetrica. Totusi, acesta nu este singura modificare determinatd de agregarea
nanoparticulelor. Schimbarea culorii solutiilor coloidale este nsotitd de modificari spectrale, mai
precis de aparitia unei benzi plasmonice noi, datorata nanoparticulelor agregate, ce se poate pune
in evidentd prin spectroscopia UV-Vis-NIR. [5] In timp ce detectia cu ochiul liber este o metoda

calitativa, spectroscopia UV-Vis-NIR permite determinarea cantitativa a moleculei tinta. Pentru
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aceasta este necesard realizarea unei curbe de calibrare care sa coreleze gradul de agregare a

nanoparticulelor cu concentratia moleculei de interes.

1.3.2. Detectia bazata pe deplasarea LSPR

Sensibilitatea LSPR la modificarea locald a indicelui de refractie al mediului din jurul
nanoparticulei std la baza detectiei LSPR. Principiul de detectie se bazeazd pe cuantificarea
deplasarii pozitiei maximului LSPR in urma captarii moleculei de interes de cdtre nanoparticula
metalica functionalizatd in prealabil cu un receptor specific. Metoda de detectie bazata pe
deplasarea LSPR permite detectia calitativa si cantitativd a compusilor tinta prin Inregistrarea
spectrelor de extinctie UV-Vis-NIR si realizarea unei curbe de calibrare prin reprezentarea grafica

a deplasarii LSPR 1in functie de concentratia analitului.

1.3.3. Detectia bazata pe spectroscopia Raman amplificata de suprafata

Detectia SERS se bazeaza pe proprietatea nanostructurilor plasmonice de a amplifica semnalul
Raman al moleculelor aflate in vecinatatea sau adsorbite pe suprafata metalica. Campul
electromagnetic amplificat din jurul nanoparticulelor metalice, generat ca o consecinta a LSPR,
poate determina o crestere pand la 6-7 ordine de marime a semnalului Raman al moleculelor
adsorbite pe suprafata metalica, ceea ce face posibild detectia chiar si a unei singure molecule. Pe
langa senzitivitatea foarte ridicata, detectia bazata pe SERS prezintd avantajul de a identifica
speciile moleculare prin asa-numita amprentd spectrald Raman, oferind informatii structurale
despre acestea. Prin acest fapt, tehnica SERS se poate utiliza in aplicatii biomedicale si de
biosenzori, avand ca benificii urmatoarele: nu are nevoie de etichetare sau de proceduri speciale,
masurdtorile se pot efectua pe cativa mililitri de proba, fiind nedistructiva, permitind realizarea
mai multor masuratori pe aceeasi proba. [12]. Mai mult, aceasta tehnica este foarte adaptatd pentru

determinarea simultana (mutiplexing) a mai multor biomarkeri de interes.

1.3.4. Detectia bazata pe fluorescenta

O metoda de detectie utilizatd pentru proiectarea senzorilor cu dubla reactie este fluorescenta, ce
s-a studiat la scara larga. Avand o intensitate ridicatd, timpi scurti de raspuns si afisazul vibrant al
semnalelor fluorescente, senzorii electrochimici fluorescenti oferd o cuantificare foarte sensibila
si multiplexa. In combinatie cu precizia electrochimici, se poate spune ci fluorescenta este un
candidat foarte puternic pentri platformele de dubl citire. In cazul detectiei fluorecenti cu AuNPs

existd un principiu cheie de functionare si anume transferul de energie prin fluorescentd. Daca
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fluoroforii sunt asezati la suprafata nanoparticulelor, atunci va avea loc stingerea semnalului
fluorescent. Acest lucru are loc atunci cand are loc schimbul de energie dintre donor, care in acest
caz este fluoroforul, si acceptorul care este nanoparticula. Prin realizarea acestui schimb, se
permite crearea de senzori ce sunt activi sau inactivi, depinzand de prezenta analitului. [8] Totusi,
desi poate fi folositd ca metoda de detectie pentru identificarea celulelor canceroase impreuna cu

colorimetria, literatura si lucrarile publicate se axeaza pe abilitatile cantitative ale fluoresecentei.
[11]

Metodele prezentate mai sus exploateaza atat proprietdtile optice ale nanoparticuleor de metal
nobil, cat si capacitatea acestora de a putea fi modificate cu usurintd cu (bio)receptori pentru
determinarea specifici a unui concentratii cat mai mici de analit. Aceste tehnici conferd o
sensibilitate ridicata si capacitdti de detectie multiplexata, dar un mare dezavantaj il reprezinta
faptul ca este nevoie de personal calificat, echipamente complexe, faicandu-le astfel limitate din
punct de vedere financiar si neadaptate pentru detectia de tip POC. Astfel, s-a dorit realizarea uret
unor metode noi de detectie, ce pot fi mai accesibile si mai usor de utilizat pentru a putea detecta

selectiv si cuantifica diferiti biomarkeri. [13]

1.3.5. Detectia bazata pe efectul Tyndall

O alternativa o presupune detectia bazata pe efectul Tyndall. Efectul Tyndall este denumit dupa
fizicianul John Tyndall din secolul al XIX-lea si este un tip de imprastiere a luminii ce se
desfasoara Intr-un coloid care contine particule cu marimi mai mici decat lungimea de unda a
luminii vizibile (400-70 nm). Diferiti cercetatori au utilizat efectul Tyndall pentru a testa calitativ
agregarea nanoparticulelor sau formarea de catalizatori coloidali. [14] Nanoparticulele coloidale
din metale nobile au o eficienta ridicatd pentru a dispersa lumina vizibild la 90 de grade fata de
directia luminii de excitatie. Se stie deja faptul ca intensitatea imprastierii este direct proportionala
cu dimensiunea grupului de nanoparticule agregate. Se poate spune, deci, ca agregarea
nanoparticulelor in solutie poate sd genereze un semnal Tyndall mult mai bun, comparativ cu
semnalul nanoparticulelor neagregate. S-au facut diferite studii in trecut care au dezvoltat metode
de detectie, dar nu prin schimbarea culorii, ca la detectia colorimetricd, ci prin metode bazate pe
intensificarea semnalului Tyndall, ce surprinde agregarea nanoparticulelor dupa ce au interactionat
cu analitul tintd. Totodatd, s-a mai demonstrat si faptul ca sensibilitatea testelor Tyndall este

cuprinsa intre 2 si 1000 de ori mai mare decat detectia colorimetricd bazata pe LSPR. [13]

In aceasta lucrare se va exploata Tyndall pentru a determina proteina C-reactiva (CRP). Aceasti

strategie se diferentiaza de metodele clasice intrucat foloseste un simplu pointer laser ca sursa de
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lumina, care are o lungime de undd de 640 nm si camera foto de la un telefon mobil, observandu-
se acest fapt in figura 1.3.2. Avantajul acestei metode este ca nu necesitd un echipament special
pentru a se realiza si nici personal calificat, aceste lucruri facand ca detectia bazata pe efectul

Tyndall sa fie o alternativa mult mai ieftina si simpla fata de detectia colorimetrica. [14]

Nanoparticule Nanoparticule

individuale agregate
Smartphone
l |

Pointer laser cu lungimea
de unda la 640 nm

Figura 1.3.2. Principiul de functionare al efectului Tyndall in urma ilumindrii in Intuneric a

suspensiilor coloidale de nanoparticule de aur.[14]
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Capitolul II: Materiale si metode

I1.1. Materiale

Pentru realizarea lucrdrii de fatd s-au utilizat urmatoarele substante chimice: clorurd aurica
(HAuCl4-4H>0), citrat de sodiu tribazic dihidrat, clorura de sodiu, proteina C-reactiva (CRP),
aptamer monocatenar cu specificitate fatd de CRP (5'-CGA AGG GGA TTC GAG GGG TGA
TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3'), solutie tampon de tip buffer (TRIS-HCI cu supliment de
EDTA) necesara pentru dizolvarea si dilutia aptamerului, solutie salind tampon de tipul fosfat
buffer salin (PBS) utilizatd pentru diluarea CRP, acid ascorbic, L-glutamind, albumina serica
umand (HSA). Toate substantele chimice au fost utilizate in forma lor purd, fara a fi nevoie de alte
procese de purificare. A fost utilizatd apa ultrapura, ce avea o rezistivitate de 18 MQ, pentru
realizarea sintezei, purificarii, diludrii si re-suspendarea nanoparticulelor de aur. Provenienta apei

a avut loc de la sistemul purificator Milli-Q (Millipore, Merck, Massachusetts, USA).

I1.2. Metode

11.2.1 Sinteza nanoparticulelor de aur (AuNPs)

Suspensiile coloidale de nanoparticule de aur au fost obtinute urmarind protocolul descris de
Turkevich-Frens si adaptat ulterior in literatura. Metoda de sinteza consta in reducerea sdrii de aur
cu citratul de sodiu la temperaturi ridicatd. in mod concret, intr-un pahar Erlemeyer s-au pus la
fiert, sub agitare magnetica, 100 ml de solutie apoasa de clorur aurici de concentratie 1 mM. in
momentul 1n care solutia a inceput sa fiarba s-au adaugat 10 ml de solutie apoasa de citrat de sodiu
de concentratie 38.8 mM, mentindndu-se agitarea magneticd. Reactia se finalizeaza intr-un
interval de 10-15 minute de la addugarea citratului de sodiu. Suspensia coloidald obtinuta a fost

purificata prin centrifugare (12000 rpm, 10 min) si resuspendare in apa ultrapura.

11.2.2. Caracterizarea optica si morfologica a AuNPs

Spectrele de absorbtie UV-Vis-NIR au fost inregistrate cu ajutorul unui spectro-fotometru Jasco
V- 730 UV Vis (anexa 1), care a fost asigurat de compania Jasco International Co., Ltd (Tokyo,
Japonia). Acest spectro-fotometru are o rezolutie spectralda de 1 nm. Toate masurdtorile au fost
realizate la temperatura camerei, in cuve de cuart, care au un drum optic de 2 mm, procurate de la

Hellma (Germania). Totodata, spectrele de absorbtie s-au procesat cu software-ul Spectra
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Manager. Caracterizarea morfologicd a nanoparticulelor a fost realizatd prin microscopia
electronica de transmisie (TEM) (Anexa 2). Pentru colectarea imaginilor TEM s-a utilizat

microscopul JEOL JEM-100CX II.

11.2.3. Functionalizarea AuNPs cu aptamer

Aptamerii sunt secvente scurte de acizi nucleici (ADN, ARN sau derivati sintetici) care pot
recunoaste diverse tinte biologice, cu o specificitate si afinitate ridicati. In cazul lucririi, s-a
utilizat un aptamer sintetic monocatenar, proiectat special pentru legarea proteinei C reactive
(CRP). Acesta a fost atasat pe suprafata nanoparticulelor de aur (AuNPs) pentru a le mentine
dispersate in solutii saline si pentru a impiedica agregarea nespecifica. Diluarea si dizolvarea
aptamerului au fost efectuate folosind o solutie tampon care a fost furnizatd de producator.
Functionalizarea a fost realizatd prin incubarea de 380 pL de suspensie centrifugata de AuNPs cu

20 pL de aptamer 40 pM timp de 10 minute la 25 °C.

11.2.4. Testarea stabilitatii AuNPs in solutie salina inainte si dupa functionalizarea cu aptamer

Pentru a verifica daca nanoparticulele de aur sunt stabile in prezenta sarii a fost preparat un
amestec format din 380 pl de AuNPs + 20 pl apd, combinat cu un volum de 20 pl PBS + 45 pl de
NaCl 0,3M. Spectrele UV-Vis-NIR au fost inregistrate dupa ce proba a fost incubata timp de 10
minute la 25°C. Volumul de apa a fost adaugat pentru a inlocui aptamerul, iar solutia de CRP a
fost inlocuitd de PBS, acesta fiind solventul CRP. Folosind aceeasi metoda, s-a efectuat si o

evaluare a stabilitatii AuNPs functionalizate cu aptamer.

11.2.5. Detectia CRP bazata pe metoda colorimetrica

Detectia colorimetricdi a CRP s-a realizat prin evaluarea gradului de agregare a AuNPs
functionalizate cu aptamer, in urma expunerii dispersiilor coloidale la diferite concentratii de CRP
(0-40 pg/ml) 1n prezenta unei solutii saline. Pentru aceasta, s-au realizat mai multe amestecuri,
fiecare continand 400 pl suspensie coloidala de AuNPs funtionalizate cu aptamer, 20 ul CRP de
diferite concentratii si 45 pl solutie apoasa de NaCl de concentratie 0.3 M. Aceste amestecuri au
fost mentinute timp de 10 min la o temperatura de 25 °C, utilizdnd pentru aceasta un vortex orbital
cu temperaturd controlatd. Agregarea AuNPs functionalizate cu aptamer rezultatd in urma

incubarii acestora cu diferite concentratii de CRP a fost monitorizata atat vizual, prin observarea
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modificarii culorii suspensiilor coloidale, cat si spectroscopic, prin inregistrarea spectrelor de
extinctie UV-Vis-NIR. Pentru a corela concentratia de CRP cu gradul de agregare a AuNPs s-a
realizat o curbd de calibrare prin reprezentarea graficd a raportului dintre extinctia (densitatea
opticd) la 590 nm, datorata nanoparticulelor agregate, si cea de la cea la 521 nm, caracteristica
nanoparticulelor individuale (Aso0/As21), in functie de concentratia de CRP. Aceastd curba de
calibrare a fost utilizata pentru determinarea domeniului liniar de detectie, cuantificarea CRP si

determinarea limitei de detectie.

11.2.6. Detectia CRP bazata pe efectul Tyndall

Pentru detectia CRP bazata pe efectul Tyndall, suspensiile coloidale de AuNPs functionalizate cu
aptamer au fost incubate cu diferite concentratii de CRP in prezenta sarii, conform protocolului
descris mai sus. Dupa expirarea timpului de incubare (10 min) s-au colectat cate 125 ul din fiecare
proba si s-au diluat cu 4875 pl apa ultrapura, aceste probe diluate fiind apoi analizate pentru
detectia CRP pe baza efectului Tyndall. in primul pas, s-au colectat spectrele de impristiere ale
suspensiilor coloidale expuse la diferite concentratii de CRP utilizand spectrofluorimetrul JASCO
FP6500 (Japonia)-(Anexa 3), echipat cu o lampa cu xenon de 150 W ca sursd de excitatie.
Masuratorile s-au realizat cu o rezolutie spectrald de 1 nm. Spectrele de imprastiere au fost
inregistrate in urma excitarii la 640 nm. Latimea benzii de excitatie a fost fixata la 1 nm, 1n timp
ce latimea benzii de emisie a fost setatd la 3 nm. Masuratorile au fost realizate in cuve de 10 x 10
mm. Prin reprezentarea grafica a raportului dintre imprastierea Tyndall a nanoparticulelor agregate
si cea a nanoparticulelor individuale (proba control farda CRP) in functie de concentratia de CRP
s-a realizat o curba de calibrare cu un domeniu de liniaritate, necesard pentru calculul limitei de

detectie si determinarea cantitativa a CRP.

In pasul urmitor, s-a testat capacitatea dispersiilor coloidale de AuNPs functionalizate cu aptamer
de a activa ca senzori portabili pentru detectia vizuald a CRP pe baza efectului Tyndall. Pentru
aceasta, dispersiile coloidale expuse la diferite concentratii de CRP au fost iluminate cu un pointer
laser cu lungimea de unda la 640 nm, iar imaginile fotografice ale luminii imprastiate au fost
inregistrate cu un smartphone. Pentru cuantificarea CRP s-a realizat o curba de calibrare prin
reprezentarea graficd a raportului dintre intensitatea medie de rosu a luminii imprastiate de
suspensiile coloidale incubate cu diferite concentratii de CRP si cea a probei control (fara CRP)
in functie de concentratia de CRP. S-a obtinut un domeniu de liniaritate si s-a calculat limita de

detectie.



Raluca-loana Apetri Detectia Vizuala a Proteinei C-Reactive Bazatd pe Efectul
Tyndall pe Nanoparticule de Aur Functionalizate cu Aptameri

11.2.7. Evaluarea specificitatii fata de CRP a AuNPs functionalizate cu aptamer

Pentru a testa specificitatea fatd de CRP a AuNPs functionalizate cu aptamer, s-au realizat mai
multe amestecuri conform procedurii descrise in subcapitolul I1.2.5, cu mentiunea ca cei 20 pl de
CRP au fost inlocuiti cu 20 pl de diferite molecule (10 pug/mL) care se afla Tn mod normal in
probele biologice (acid ascorbic, L-glutamind, albumind sericd umana (HSA)). Pentru referinta
am considerat o probd expusa la sare si incubatd cu 10 pg/mL CRP. Pentru control am considerat
o proba expusa la aceeasi concentratie de sare, amestecatd cu 20 pl PBS (fara a fi incubata cu CRP
sau alte molecule). Am testat specificitatea AuNPs functionalizate in detectia colorimetrica a CRP
prin monitorizarea vizuala a culorii suspensiilor coloidale si prin colectarea spectrelor de extinctie
UV-Vis-NIR si compararea cu proba control si, respectiv, proba referintd. Pentru testarea
specificititii AuNPs in detectia CRP pe baza efectului Tyndall, probele incubate cu acid ascorbic,
L-glutamina, si HSA, respectiv proba control si cea de referintd au fost mai intai diluate conform
procedurii descrise in subcapitolul I1.2.6. S-au colectat spectrele de imprastiere cu un
spectrofluorimetru 1n urma excitarii cu o lampa la 640 nm si s-au colectat imaginile fotografice
ale dispersiilor coloidale in urma excitarii cu un pointer laser la 640 nm si s-au comparat cu proba

control si cea de referinta.
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Capitolul I1I. Rezultate si masuratori experimentale

Modalitatea de detectie din lucrare are la baza capacitatea suspensiilor coloidale de nanoparticule
de aur (AuNPs) de a Tmprastia lumina vizibild care trece prin acestea, prin asa-numitul efect
Tyndall. Acest efect este dependent de dimensiunea, concentratia si distanta interparticule.
Aceasta detectie Tyndall se bazeaza pe observarea cu ochiul liber a unei raze de la un pointer laser
de culoare rosie prin suspensia coloidald si pe cuantificarea luminii imprastiate cu ajutorul unei
camere de la un smartphone. In prezenta CRP, in conditii de salinitate si in prezenta unui aptamer
ce are o specificitate ridicatd fatd de CRP, are loc agregarea NPs, avand ca si consecintd
schimbarile semnificative care apar la intensitatea luminii imprastiate. Pentru ca CRP sa fie
determinat s-au efectuat si masuratori spectroscopice, si anume: (1) s-au colectat spectrele de
extinctie UV-Vis-NIR ale suspensiilor coloidale expuse la diferite concentratii de CRP si (2) s-au
inregistrat spectrele de imprastiere ale suspensiilor coloidale expuse la diferite concentratii de CRP
in urma excitarii cu o lampa la 640 nm, utilizandu-se un spectrofluorimetru. Identificarea CRP a
avut loc prin functionalizarea AuNPs cu un aptamer ce a prezentat o specificitate ridicata fatd de
CRP. Aceastd functionalizare cu aptamer a oferit stabilitate AuNPs in solutie salind, in absenta
CRP. In continuare, este ilustrati realizarea experimentald a lucririi si rezultatele obtinute, insotite

de concluzii.

III.1. Caracterizarea optica si morfologica a AuNPs

Prin schimbarea culorii amestecului de reactie de la galben la albastru inchis, mai apoi in visiniu
(rosu-burgund), s-a observat obtinerea de AuNPs. Aceastd schimbare a fost vizibila atat cu ochiul
liber, fiind o consecintd a interactiunii rezonante a luminii cu NPs prin excitarea plasmonilor de
suprafata, cat si prin spectrul de absorbtie UV-Vis al nanoparticulelor. Un prin pas din aceasta
lucrare, a fost colectarea spectrului de absorbtie a coloidului obtinut prin sinteza si a coloidului
obtinut prin centrifugare. In momentul masuririi acestui spectru, s-a constatat faptul ci AuNPs
detin o singura banda plasmonica, care este localizatd la 519 nm, deoarece genereaza un raspuns
optic unic, al AuNPs, ce au forma sfericd. Aceasta bandd plasmonica se poate observa in figura

II1.1.1. de mai jos.
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Figura III.1.1. Spectrul de absorbtie UV-Vis al AuNPs in forma de sferd, nainte de a fi
centrifugate, respectiv dupa centrifugare, ce au maximul de absorbtie la 519 nm. In interiorul

figurii este prezentatd o imagine TEM a AuNPs.

Formarea nanoparticulelor de aur de forma sfericd a fost confirmata si prin masuratori TEM, o

imagine reprezentativa fiind prezentatd in interiorul figurii I1I.1.1.

II1.2. Stabilitatea AuNPs in solutie salind si functionalizarea cu aptamer

Pentru a testa stabilitatea coloidalda a AuNPs in solutia salind, s-au realizat experimental teste
comparative, intre nanoparticulele nefunctionalizate si, respectiv, cele functionalizate cu aptamer.
S-a utilizat un volum de 380 pL de AuNPs incubat cu 20 pL de apa ultrapura, pentru a simula
volumul aptamerului, combinat cu 20 pLL PBS, acesta tinand locul CRP si 45 pL. de NaCl, cu o
masad molara de 0,3 M. Acest amestec a fost tinut timp de 15 minute, la o temperatura de 25 °C,
ulterior inregistrandu-se spectrul de absorbtie UV-Vis. S-a observat ca in prezenta sarii,
nanoparticulele agrega foarte rapid, banda plasmonica fiind vizibil mai larga, avand loc si o
scadere a absorbantei nanoparticulelor individuale la 521 nm insotita de o crestere a extinctiei in

domeniul spectral 600-900 nm datoratd nanoparticulelor agregate (figura I11.2.1.)
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In paralel, a fost realizatd si functionalizarea nanoparticulelor cu aptamer. Practic, s-a inlocuit
volumul de apa cu aptamer, concentratia utilizata de aptamer fiind de 40 uM. Primul lucru observat
a fost faptul ci nanoparticulele, in prezenta aptamerului, prezinti o stabilitate ridicati. In plus, pe
langa benzile plasmonice caracteristice nanoparticulelor, in cazul spectrului functionalizat cu
aptamer, se observa aparitia unei noi benzi la 251 nm, datoratd aptamerului ( 251 nm), lucru ce se

poate vedea in figura I11.2.1.
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Figura III1.2.1. Spectrele de extinctie ale AuNPs si AuNPs functionalizate cu aptamer, expuse la

solutie salina.

I11.3. Detectia colorimetrica a CRP utilizand AuNPs functionalizate cu aptamer

Principiul de detectie folosit in aceasta lucrare (Figura I11.3.1.) are la baza capacitatea aptamerului
de a se ancora peste suprafata nanoparticulelor de aur, creand, astfel, un strat protector ce le
conferd stabilitate n solutia salind. Relevant este ca, atunci cand nu exista CRP in solutie,
nanoparticulele raman dispersate si nu apare agregarea. Totusi, atunci cand CRP este introdusa in
amestecul ce contine si solutia salina, aptamerul capteaza CRP, avand loc o rearanjare structurala
a aptamerului. Acesta se va desface de pe suprafata nanoparticulelor, iar acestea vor fi expuse la

solutia salind, fapt ce va determina agregarea lor.
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Figura II1.3.1. Principiul de detectie utilizat.

Procesul de detectie surprinde modificarea culorii suspensiilor coloidale de AuNPs functionalizate
cu aptamer In urma expunerii acestora la diferite concentratii de CRP 1n prezenta sarii. Incubarea
a avut loc timp de 10 minute la 25 °C, folosind diferite concentratii de CRP (0-40 pg/ml,), practic
urmarindu-se capacitatea AuNPs functionalizate cu aptamer de a detecta concentratii diferite de
CRP, in prezenta sdrii. Prin aceasta expunere la diferite concentratii, a avut loc o schimbarea a
culorii amestecului coloidal, de la visiniu, care reprezenta proba de control cu 0 pg/ml,
concentratie de CRP, la un visiniu mai inchis, aceasta fiind proba cu cea mai mare concentratie, si

anume 40 pg/ml, CRP.

r

Figura II1.3.2. Fotografie digitala realizata in laborator ce surprinde suspensiile coloidale AuNPs

functionalizate cu aptamer in urma expunerii la diferite concentratii de CRP 1n prezenta sarii.
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In figura II1.3.2. se poate observa ¢ pe misuri ce concentratia de CRP a crescut, a avut loc si o
modificare a culorii, vizibild cu ochiul liber. Prima proba este cea de tip control, care contine, 400
ul AuNPs functionalizate cu aptamer, 20 uL. de PBS s1 45 pL. de NaCl de 0,3M. Urmatoarele probe
contin concentratii de 1, 3, 5, 10, 20, 40 pg/ml de CRP. Au fost alese aceste concentratii pentru a
sublinia clar detectia cu ochiul liber, pentru cd daca erau folosite doar concentratii sub 10 pg/ml

de CRP, schimbarea culorii nu ar fi fost atat de vizibila.

Totodatd, aceste modificari ale culorii solutiei coloidale nu au fost doar vizual, ci si prin
modificarile spectrale obtinute prin colectarea de spectre de extinctie. Acestea au fost colectate
prin intermediul spectro-fotometrului UV-Vis JASCO V-730 si se pot observa in figura I11.3.3.
Prin aceste spectre, este ilustrat cd pe masura ce creste concentratia de CRP, are loc o scadere a
absorbantei nanoparticulelor individuale la 521 nm si o crestere a acesteia in domeniul 550-750

nm ce este datoratd nanoparticulelor agregate.
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Figura II1.3.3. Spectrele de absorbtie ale AuNPs functionalizate cu aptamer in urma expunerii la

diferite concentratii de CRP 1n prezenta sarii.
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Pentru a face o analiza cantitativa, a fost calculat raportul dintre absorbantele nanoparticulelor
agregate ce se afld la 590 nm si absorbantele nanoparticulelor individuale de la 521 nm, totul in
functie de concentratia de CRP, reprezentandu-se printr-o curbd de calibrare (figura 111.3.6.). Au
fost folosite trei seturi de masuratori (Tabelul 111.3.4.), fiind calculata valoarea medie a raportului

A590/A521 a fiecarei concentratii de CRP si deviatia standard (Tabelul II1.3.5.).

Tabelul III.3.4. Absorbantele nanoparticulelor agregate (590 nm) si ale nanoparticuelor

individuale (521 nm).

méasurdtoarea 1 masuratoarea 2 masuratoarea 3

A521 A590 A521 A590 A521 A590
C 0,525 0,164 0,526 0,165 0,526 0,159
1 0,528 0,180 0,525 0,173 0,528 0,168
3 0,527 0,186 0,522 0,187 0,532 0,182
5 0,525 0,190 0,522 0,183 0,538 0,183
10 0,528 0,207 0,520 0,218 0,534 0,213
20 0,533 0,237 0,529 0,249 0,543 0,252
40 0,536 0,283 0,529 0,257 0,546 0,294

Tabelul I11.3.5. Valorile rapoartelor absorbantelor, valoarea medie si deviatia standard.

A590/521- masurdtoarea 1 A590/521- masurdtoarea 2 A590/521- masurdtoarea 3 Media Deviatia standard
0,312 0,313 0,302 0,309 0,006
0,340 0,329 0,318 0,329 0,011
0,352 0,358 0,342 0,350 0,008
0,361 0,350 0,340 0,350 0,010
0,392 0,419 0,398 0,403 0,014
0,444 0,470 0,464 0,459 0,013
0,527 0,485 0,538 0,516 0,027
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Intercept 0,31963 0,00684
B Slope 0,00631 7,96409E-4
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Figura II1.3.6. Curba de calibrare reprezentatd prin raportul dintre absorbanta nanoparticulelor
agregate (590 nm) si cea a nanoparticulelor individuale (521 nm), in functie de concentratia de

CRP.

Folosind aceasta curba de calibrare am calculat limita de detectie (limit of detection -LOD) prin

metoda colorimetrica, utilizand ecuatia de mai jos:

338
LOD =

Sy si S s-au obtinut din curba de calibrare, Sy reprezentand deviatia standard, iar S panta curbei.
Am obtinut o limita de detectie de 2,26 pg/ml si un domeniul de liniaritate intre concentratiile de

CRP 1-20 pg/ml.

Desi curba de calibrare rezultatd din raportul A590/A521 nu este perfect liniara pe intervalul de
concentratii de CRP testat, acest lucru nu afecteaza semnificativ validitatea metodei. Intrucat

obiectivul principal al metodei este de a optimiza o detectie utilizand efectul Tyndall, lipsa unei



Raluca-loana Apetri Detectia Vizuala a Proteinei C-Reactive Bazatd pe Efectul
Tyndall pe Nanoparticule de Aur Functionalizate cu Aptameri

curbe de calibrare liniare Tn analiza UV-Vis este acceptabild, detectia finala bazandu-se pe efectul

Tyndall, nu pe detectia colorimetrica clasica.

Pentru a intelege mai bine efectul diferitelor concentratii de CRP asupra morfologiei
nanoparticulelor, s-au efectuat si analize TEM. In figura II1.3.7. sunt prezentate imaginile TEM
ale AuNPs functionalizate cu aptamer dupa incubarea timp de 10 min cu CRP de concentratie 0,
3, 10 si 40 pg/ml 1n prezenta sdarii. Remarcam cd proba control (0 pg/ml CRP) contine
nanoparticule sferice individuale. In proba incubati cu 3 pug/ml CRP remarcam aparitia unor mici
agregate de nanoparticule, n acelasi timp fiind prezent si un procent de nanoparticule individuale.
Proba incubata cu 10 pg/ml CRP contine agregate mai mari comparativ cu proba incubati cu 3
ng/ml CRP, observandu-se totusi si nanoparticule individuale. In proba expusa la 40 pg/ml CRP
procentul de nanoparticule individuale este extrem de redus, aproape toate nanoparticulele fiind
agregate 1n clusteri de dimensiuni mai mari decat in cazul probelor expuse la concentratii mai mici
de CRP (3, 10 pg/ml CRP). Practic, cresterea concentratiei de CRP determind o crestere a gradului
de agregare a nanoparticulelor, ceea ce coreleaza atat cu imaginile fotografice (modificarea culorii
suspensiilor coloidale), cat si cu masuratorile UV-Vis (cresterea densitatii optice In domeniul

spectral 550-750 nm).

0 pg/mL 3 pg/mL 10 pg/mL
s s -;,- : P X \./ '.}'
- V - -'.‘ '-.‘;'-(- _“ ‘ ‘ --
» ‘ ‘f -'.."; & ."v 2
2 > AL &
200 nm : 200 nm L', v 200nm

Figura II1.3.7. Imagini TEM reprezentative ale AuNPs functionalizate cu aptamer expuse la

concentratiile 0, 3, 10, 40 ug/mL de CRP in prezenta sdrii.

II1.4. Detectia CRP prin intermediul efectului Tyndall utilizind AuNPs fucntionalizate cu
aptamer

S-au inregistrat spectrele corespunzatoare imprastierii luminii (Figura I11.4.1.) de cétre suspensiile
coloidale de AuNPs functionalizate cu aptamer, in prezenta concentratiilor crescande de CRP,
pentru a evalua potentialul metodei bazate pe efectul Tyndall. Metoda se bazeaza pe faptul ca
agregarea nanoparticulelor duce la o intensificare semnificativd a imprdstierii luminii.

Masuratorile s-au realizat utilizand un spectrofluorimetru, probele fiind excitate cu o lampa la 640
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nm. Pentru evaluarea efectului Tyndall, pentru fiecare spectru s-a luat in considerare intensitatea
la 640 nm. Agregarea este dependentd de concentratia proteinei, deoarece spectrele obtinute arata
un semnal de Tmprastiere mai intens pe masura ce concentratia CRP creste. Trei masuratori au fost
efectuate pentru fiecare concentratie testata, iar media si deviatia standard au fost determinate
folosind intensitatile maxime inregistrate la 640 nm. Pentru o interpretare cantitativa, raportul
dintre intensitatea semnalului pentru fiecare concentratie si intensitatea medie pentru proba control
(0 ug/mL CRP) a fost calculat. Raportul a fost reprezentat grafic in functie de concentratia de CRP
si a ardtat variatia relativd a semnalului de imprastiere fatd de control. O corelatie liniard in
intervalul 0-40 pg/mL este evidentiata de curba de calibrare rezultati. (Figura I11.4.2.). In mod
similar cu cel descris la metoda colorimetrica s-a calculat LOD, obtinandu-se o valoare de 0,148

pg/ml.

60 control
——CRP1
——CRP3
——CRP5
—— CRP 10
——CRP 20
50 - —— CRP 40
S
s 401
>
x
[72]
g
E 30
20
T T T T T T T
620 630 640 650 660

Wavelength (nm)

Figura II1.4.1. Spectrele de imprastiere a AuNPs functionalizate cu aptamer incubate cu diferite

concentratii de CRP in prezenta sarii, excitate cu o lungime de unda de 640 nm.
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Figura II1.4.2. Raportul dintre imprastierea Tyndall a nanoparticulelor agregate si cea a

nanoparticulelor individuale (proba control fara CRP) in functie de concentratia de CRP.

Aceastd lucrare a examinat doud metode de detectie complementare, fiecare avand propriile
beneficii. Tehnologia bazatad pe efectul Tyndall s-a dovedit a fi eficientd in evidentierea prezentei
CRP la concentratii reduse; a existat un raspuns evident incepand cu 1 pg/mL, ceea ce o face
adecvatd pentru aplicatiile care au nevoie de sensibilitate ridicatd. In schimb, detectia a fost
completata prin analiza spectroscopica UV-Vis, care a oferit o imagine clard a procesului de
agregare la concentratii mai mari. In comparatie cu analizele clasice din laboratoare, ambele
metode se disting prin rapiditatea testului — care dureaza aproximativ 10 minute — si simplitatea
procedurald. Totusi, pentru cuantificarea CRP a fost necesara utilizarea echipamentelor de
laborator (spectrofotometru, respectiv spectrofluorimetru) ceea ce presupunere cresterea costului
analizei. Pentru a depdsi acest neajuns, in continuare am demonstrat detectia CRP pe baza efectului
Tyndall utilizand un pointer laser cu lungimea de unda de 640 nm ca sursa de excitatie si camera

unui smartphone pentru citire.

Suspensiile coloidale au fost plasate 1n intuneric (intr-o incintd), fiind iradiate cu un pointer laser,
si fotografiate cu un smartphone, ; pastrand aceeasi distanta intre camera de la telefon si solutie.

Aceste caracteristici au fost utile in a impiedica prezenta unor interferente luminoase, respectiv a
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unor erori experimentale. In figura 111.4.3. sunt ilustrate rezultatele obtinute prin fotografierea

suspensiilor coloidale expuse la diferite concentratii de CRP.

Figura I11.4.3. Imaginile digitale ale solutiilor coloidale incubate cu diferite concentratii de CRP

(0-40 pg/mL) excitate cu un pointer laser de 640 nm.

Pentru realizarea cuantificdrii semnalului, imaginile au fost analizate in software-ul Imagel, de
unde a fost extrasd valoarea medie a semnalului rosu (ARV) si valoarea solutiei control (proba
fara CRP)- ARVy. S-a facut raportul intre cele doud valori ARV/ARVy si a fost reprezentat grafic
in functie de concentratia de CRP (Figura I11.4.4.) S-a obtinut o limita de detectie de 0,35 pug/ml,

si un domeniu liniar de detectie intre concentratiile de CRP 1-40 pg/ml.

HlH

ARV/ARV,

CRP concentration (ug/mL)

Figura I11.4.4. Valorile raportulut ARV/ARV reprezentate in functie de concentratia de CRP.
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II1.5. Teste de specificitate

Un lucru important pentru aceasta lucarre a fost capacitatea AuNPs de a identifica specific CRP.
Astfel, s-au facut teste de specificitate pentru AuNPs functionalizate cu aptamer, utilizdnd
molecule care ar putea intra in contact cu CRP in cazul unei detectii reale. Aptamerul utilizat in
experiment a fost unul cu o specificitate ridicata fatd de CRP, deci atunci cand CRP va fi inlocuit
cu celelalte molecule, trebuie urmarit stadiul de agregare al AuNPs in prezenta solutiei saline.
Moleculele utilizate pentru aceasta specificitate sunt molecule care se gasesc In plasma si anume

acid ascorbic (AA), L-glutamina si albuminad sericad umana (HSA).

In figura IIL5.1. sunt ilustrate spectrele de extinctie ale solutiilor coloidale de AuNPs
functionalizate cu aptamer, expuse la solutie salind, in urma incubdarii cu CRP, AA, L-glutamina
si HSA de concentratie 10 pg/ml, la 25°C, timp de 10 minute. In imaginea de mai jos, se observi
cum spectrul de extinctie al substantelor incubate cu AA, L-gluta si HSA prezinta o crestere a
absorbantei. Suspensia colodila incubatd cu CRP (spectrul rosu) prezintd un stadiu ridicat de
agregare, fiind vizibil prin largirea benzii plasmonice si cresterea extinctiei in domeniul spectral
550-700 nm. In figura II1.5.2. se observi ca solutia coloidald incubati cu CRP prezinti un grad
mai mai mare de agregare, comparativ cu solutiile coloidale incubate cu moleculele mentionate

anterior, demonstrand specifictatea fatd de CRP a AuNPs functionalizate cu aptamer.

0,6
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L-gluta
HSA

0,4

0,3

0,2
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0,0 T T T T T T T T T
400 500 600 700 800 900

Wavelength (nm)

Figura IIL.5.1. Spectrele suspensiilor coloidale de AuNPs functionalizate cu aptamer, expuse la

NaCl, incubate cu CRP, AA, L-glutamina, HSA.
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A590/A521

control CRP 10 AA L-gluta HSA

Figura IIL.5.2. Rapoartele dintre absorbanta nanoparticulelor agregate (590 nm) si a

nanoparticulelor individuale (521 nm).

La fel ca in cazul detectiei CRP bazate pe spectroscopia UV-Vis, s-au realizat spectrele de
imprastiere a luminii (Figura II1.5.3.) unde se observa capacitatea aptamerului de a fi specific fata

de CRP.
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Figura II1.5.3. Spectrele de imprastiere ale AuNPs functionalizate cu aptamer, incubate

cu diferite molecule.
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Figura II1.5.4. Raportul dintre imprastierea Tyndall a nanoparticulelor agregate si cea a
nanoparticulelor individuale (proba control fard CRP) in in prezenta CRP, AA, L-glutamind si

HSA.

In figura I11.5.3. se observi ci proba care contine CRP are un semnal mai intens; cu proba control
si, respectiv suspensiile coloidale incubate cu celelalte molecule, ceea ce confirma specificitatea
sistemului de detectie Tyndall fatd de CRP. Acest aspect este este evidentiat si in figura [11.5.4. in
care este reprezentat grafic raportul dintre intensitatea spectrului de Imprastiere Tyndall a
nanoparticulelor incubate cu CRP, AA, L-glutamind sau HSA, de concentratie 10 pg/mL si cea a

probei control (fara CRP).

Pozele s-au realizat cu ajutorul unui smartphone la solutiile coloidale incubate cu moleculele alese,
AA, L-glutamina si HSA de concentratie 10 pg/ml, pozele realizandu-se la fel, in urma iluminarii
suspensiilor coloidale cu un pointer laser de culoare rosie, la intuneric. Pentru comparatie, s-a
iradiat si suspensia colidald incubati cu 10 pug/ml CRP, respectiv proba control (fari CRP). In
imaginea digitala realizata (Figura I11.5.4 5. ) este mult mai intensa culoarea rosie a laserului prin

coloidul incubat cu CRP 10, fata de restul suspensiilor coloidale.
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Figura II1.5.5. Imagine digitala a solutiilor coloidale incubate cu CRP, AA, L-glutamina si HSA
de concentratie 10 pg/ml si a probei control (fara CRP).

Totodata s-a reprezentat grafic raportul dintre intensitatea medie de rosu a luminii imprastiate de
suspensiile coloidale incubate cu CRP, AA, L-glutamina sau HSA de concentratie 10 pg/mL si
cea a probei control (farda CRP) (Figura II1.5.6.), observandu-se un raport semnificativ mai mare
in cazul suspensiei cololidale expuse la CRP compartiv cu proba control, respectiv suspensiile

coloidale incubate cu celelalte molecule.

1 fomnd i
0 T T T T T T T T T
control CRP 10 AA L-gluta HSA

Figura II1.5.6. Reprezentarea graficd a raportului dintre intensitatea medie de rosu a luminii
imprastiate de suspensiile coloidale incubate cu CRP, AA, L-glutamind sau HSA concentratie 10

png/mL si cea a probei control (faira CRP).



Raluca-loana Apetri Detectia Vizuala a Proteinei C-Reactive Bazatd pe Efectul

Tyndall pe Nanoparticule de Aur Functionalizate cu Aptameri

Concluzii

Aceasta lucrare de dizeratatie a fost realizata in Centrul de Nanobiofotonica si Microspectroscopie
Laser din cadrul ICIBNS. In cadrul acestei lucriri, am sintetizat si caracterizat optic si morfologic
AuNPs prezentate 1n solutii apoase. Dupa acest pas, am efectuat teste in solutie salind pentru a
stabili daca sunt stabile sau nu, ca mai apoi sa fie functionalizate cu un aptamer cu o specificitate
ridicatd fatd de CRP, dovedindu-se stabilitatea lor in solutie salina, in prezenta acestuia. Am
colectat spectrele de absorbtie UV-Vis-NIR ale AuNPs, iar apoi incubarea cu CRP. Detectia CRP
a fost demonstrata atit colorimetric (vizual) cat si spectral. In plus, pe linga detectia colorimetrica
a CRP, s-a demonstrat detectia prin efectul Tyndall al AuNPs. Pentru cele doua tipuri de detectii
s-au colectat spectrele de extinctie si respectiv spectrele de impréstiere a luminii la care s-au
addugat si imagini digitale (fotografii) ce surprind aspecte observate cu ochiul liber. Prin analiza
imaginilor realizate, s-au trasat curbele de calibrare prin reprezentare grafica, atat pe baza
spectrelor de extinctie la UV-Vis-NIR, cat si in cazul imprastierii luminii, si au fost calculate
limitele de detectie. S-a demonstrat liniaritatea raportului dintre extinctia nanoparticulelor
agregate si cea a nanoparticulelor individuale (proba control fard CRP) in functie de concentratia
de CRP. Prin testele de selectivitate a fost urmaritd demonstrarea faptului ca aptamerul utilizat
este cel ce prezintd o specificitate ridicata fata de CRP, lucru care a fost realizat cu succes. in

concluzie, scopul lucrarii a fost indeplinit cu succes.

Multumiri:
Aceastd lucrare a fost sustinuta de un grant al Ministerului Cercetarii, Inovarii si Digitalizarii,

CNCS/CCCDI - UEFISCDI, numarul de proiect PN-III-P4-ID-PCE-2020-1592, in cadrul PNCDI
1.
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ANEXE

Anexa 1

Spectrofotometru Jasco V- 730 UV-Vis- NIR

Figura A1.1. Spectro-fotometrul folosit pentru colectarea spectrelor de absorbtie din cadrul lucrarii

experimentale. [15]

Absorbtia luminii in domeniile infrarosu apropiat, ultraviolet si vizibil poate oferi informatii utile
despre comportamentul electronic al moleculelor. In acest scop, se utilizeazi metoda
spectroscopica UV-Vis-NIR, care se bazeaza pe capacitatea substantelor de a absorbi radiatii la
anumite lungimi de unda. In functie de structura chimica a substantelor, aceasta produce semnale
specifice. In lucrare, spectro-fotometrul a fost un factor foarte important in realizarea spectrelor

de absorbtie UV-Vis-NIR.
Anexa 2
Microscopia electronica in transmisie (TEM)

Microscopia electronica in transmisie (TEM) este o tehnica de analizd structurald de inalta
performanta care produce imagini extrem de detaliate prin intermediul unui fascicul de electroni
care traverseaza proba investigatd. In comparatie cu microscoapele optice conventionale, TEM

oferd o rezolutie mult mai mare, permitand observarea materialelor analizate la nivel nanometric.
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Anexa 3

Spectrofluorimetrul JASCO FP6500

Figura A3.1. Spectrofluorimetrul utilizat pentru realizarea spectrelor de imprastiere a luminii. [16]

S-a folosit un spectrofluorimetru Jasco FP-6500 pentru a evidentia imprastierea luminii din
probele coloidale. Pentru a simula conditiile efectului Tyndall in suspensii coloidale, iradierea s-a

realizat la o lungime de unda de 640 nm, echivalenta radiatiei rosii.
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