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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unui
nanosenzor plasmonic pe baza de nanobipiramide de
aur cu suprafaté chimica versatila care permite legarea
covalentd a elementului de recunoastere specific al
biomarckerului cardiac troponina I, si implicit detectia
multimodala specificd si in timp real a acestuia prin
exploatarea nanoparticulelor metalice ca nanoantene si
generatoritermoplasmonici eficienti. Procedeul conform
inventiei are urmatoarele etape de realizare:

1) obtinerea substratului plasmonic prin
depunerea prin picurare controlatéd a AuBPs coloidale
pe o lamela de sticla pre - silanizata,

2) functionalizarea substratului plasmonic cu
molecula reporter Raman para - aminotiofenol si a
agentului de crosslinking pentru proteine, respectiv
glutaraldehida, pentru a asigura legarea anticorpului
specific troponinei |,

3) biofunctionalizarea cu anticorpul monoclonal
anti - cTnl si captarea eficientd si specificd de catre
acesta a biomarkerului cardiac troponina | si

4) detectarea multimodala eficienta si specifica
a biomarkerului cTnl prin implementarea a trei tehnici
de detectie complementare, respectiv Rezonanta

Plasmonica de Suprafata Localizata (LSPR), Spectro-
scopie Raman Amplificatd de Suprafatd (SERS) si
detectie termoplasmonica prin colectarea de harti
termografice.
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Descrierea inventiel

Titlul inventiei
Nanosenzor plasmonic eficient pe bazd de nanobipiramide de aur pentru detectia multimodald

a biomarker-ului cardiac troponind I

Precizarea domeniului telinic in care poate fi folositd inventia

Troponina este un biomarker esential atit pentru diagnosticarea infarctului miocardic
acut (IMA), cét si a altor patologii, ca de exemplu: trombembolismul pulmonar, bolile cardiace
congenitale, endocardita infectioasd, socul septic, traumatisme multiple, hemoragii
intracerebrale, insuficientd cardiaci acuti.

Un grup special il reprezintd populatia pediatricd; chiar dacd numairul sindroamelor
coronariene acute este redus, determinarea nivelului troponinei aduce informatii importante in
diferite patologii: tahicardia paroxistici supraventriculard, cardiotoxicitatea indusi de
chimioterapie, asfixia neonatald, cardiomiopatii, miocardite, boala Kawasaki. Monitorizarea
troponinei la pacientii cu boli cardiace congenitale permite un triaj mai bun al acestora in
vederea stabilirii momentului operator.

Troponina ocupd un loc special in contextul actual al pandemiei COVID, cresterea
valorilor acesteia fiind confirmate ca factor de prognostic negativ in evolutia pacientilor cu
MSOF (insuficientid multipld de organ), trombembolism pulmonar, sepsis, insuficientd renali
acutd. De asemenea, troponina are un rol important in diagnosticul si evaluarea riscului la
pacientii cu Sindrom inflamator multisistemic postCOVID, pacientii cu miocarditd asociati
infectiei COVID sau postvaccinare.

Conform recomandirilor celui mai recent ghid al Societitii Europene de Cardiologie
(ESC Scientific Document Group, “Fourth universal definition of myocardial infarction”
(2018)), determinarea troponinei prin testul hs-cTN (high sensitivity troponin assay) are un rol
central in diagnosticul IMA, valorile crescute ale troponinei reprezentand unul dintre criteriile
obligatorii de diagnostic.

Datorita specificititii si sensibilitatii ridicate a acestui biomarker cardiac, cresterea sau
modificérile in dinamic3 ale valorilor troponinei reprezintd un indicator pentru diagnosticul
precoce al infarctelor de mici dimensiuni, care ar fi dificil de diagnosticat in alte conditii. Mai

mult decat atat, valorile norma, inei au o naltd valoare predictivd negativa pentru

e debutul leziunilor miocardice si cresterea
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valorilor troponinei, a permis dezvoltarea unui algoritm “0/1h rule-in/rule -out” al IMA. Acest
lucru se traduce in practica prin reducerea semnificativa a timpului de asteptare in serviciile de
urgentd, sciderea implicitd a costurilor, dar mai ales prin cresterea ratei de detectie a IMA si
reducerea semnificativa a intervalului de timp pana la instituirea tratmentului optim, respectiv
interventia coronariand percutana. Toate aceste aspecte sunt deosebit de importante, nu numai
pentru managementul pacientului in faza acutd, dar si pentru stabilirea prognosticului acestuia.

in acest context, prezenta inventie cu titlul Nanosenzor plasmonic eficient pe bazd de
nanobipiramide de aur pentru detectia multimodald a biomarker-ului cardiac troponind I se
referd la dezvoltarea unui nanosenzor plasmonic robust cu abilititi de detectie multimodala
eficienta si specifica in timp real a biomarker-ului cardiac troponina I (cTnl) cu aplicatie direct
in diagnosticul afectiunilor cardiace. Aceasti nanoplatformd exploateazd cu succes
proprietitile optice unice ale nanobipiramidelor de aur (AuBPs), utilizate atit ca nanoantene,
cat si ca generatori termoplasmonici eficienti. Pe lamele de sticla pre-tratate prin procesul de
silanizare s-au imobilizat AuBPs obtinute in solutie coloidald, astfel obtinindu-se substrate
plasmonice cu proprietdfi optice si capacitifi de conversie a luminii in cildurd modulabile.
Nanoplatforma plasmonica fabricata a fost apoi functionalizati folosind un protocol de detectie
de tip ,,sandwich”, dezvoltidndu-se astfel o metoda simpla si rapidd de detectie multimodali
specificd a ¢Tnl ce poate fi implementatd cu usurintd in diagnosticul afectiunilor cardiace sau
a celor in care cTnl reprezintd un factor de prognostic esential fard a fi nevoie de personal

medical specializat si procese complexe de prelucrare a probelor.

Indicarea stadiului anterior al tehnicii si indicarea documentelor care stau la baza acestuia

Un obiectiv prioritar al comunititii stiintifice este de a dezvolta metode si tehnologii
noi care sd depigeascd limitdrile metodelor disponibile la momentul actual si si ofere
posibilitatea de a diagnostica rapid si specific afectiunile medicale in stadiile incipiente ale
acestora. in prezent, metodele, ce stau la baza analizelor medicale existente, constau in etape
laborioase de pregitire care necesitd mult timp, un volum mare de consumabile §i proba precum
si un laborator special echipat si personal instruit, devenind astfel foarte costisitoare. De
asemenea, acestea prezintd unele dezavantaje in ceea ce priveste specificitatea, sensibilitatea si
accuratetea detectiei. in mod specific, pentru detectia biomarker-ului cardiac troponina se
dezvolta dispozitive si protocoale de detectie indirectd prin marcarea anticorpilor cu molecule
sau particule fluorescente pentru detecfia prin immunocromatografie, electrochimie sau

6B, CNI108375559B, CNI102520192B). Majoritatea
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metodelor au la bazi protocoale de detectie de tip ,,double anti-body sandwich assay” care
presupun pasi laboriosi de marcare §i activare a anticorpilor pentru a evita legarea nespecificd,
conducand astfel la un timp lung de pregatire a testelor. In acest context clinic, prezenta
inventie propune un nanosenzor plasmonic ugor de fabricat si utilizat pentru detectia
multimodali in timp real a biomarker-ului cardiac troponina I cu aplicatie directd in mediul

clinic pentru diagnosticul patologiilor cardiace.

Expunerea inventiei in termeni care sa permitd infelegerea problemei tehnice si a solutiei
asa cum este revendicatd precum i avantajele inventici in raport cu stadiul actual al tehnicii

Prezenta invenfie consti in dezvoltarea unui nanosenzor plasmonic pe bazid de
nanobipiramide de aur (AuBPs) ce permite detectia multimodala in timp real a biomarker-ului
cardiac troponind 1 (cTnl). Nanoplatforma propusid in cadrul acestei inventii depiseste
limitarile metodelor conventionale elimindnd procesele complexe si laborioase de fabricare i
pregitire a probelor, rezultand astfel un nanosenzor cu avantaje evidente precum fabricare
simpla cu costuri reduse, stabilitate chimica si termica, utilizare facild si imediat3 in conditii
non-laborator, volum redus de probd, timp redus de analiz3 si detectie rapida la fata locului.
Nanosenzorul plasmonic dezvoltat prezintd proprietiti optice si termice ce oferd posibilitatea
unei detectii multimodale prin implementarea a trei tehnici de detectie a biomarker-ului de
interes, §i anume spectroscopia de Rezonanti Plasmonica de Suprafatd Localizatd (eng. LSPR),
Spectroscopia Raman Amplificatd de Suprafati (eng. SERS) si detectia termoplasmonici prin
termoviziune in infrarosu.

fn vederea fabricirii nanosenzorului plasmonic propus, primul pas a fost de a sintetiza
chimic nanobipiramide de aur coloidale prin metoda de sintezi asistatd de germeni de crestere
(Anal. Chem. 2018, 90, 14, 8567-8575). Aceastd metoda presupune doi pasi, anume prepararea
germenilor de crestere §i cresterea controlatd a acestora astfel incat si obtinem AuBPs cu
raspuns LSPR transversal la 520 nm si longitudinal la 830 nm (Figura 1 — spectrul rosu).
Spectrul de extinctie a AuBPs in solutie coloidald a fost inregistrat folosind un
spectrofotometru UV-Vis-NIR Jasco cu o rezolutie spectrald de 1 nm. Aceste nanoparticule au
fost apoi utilizate pentru a obtine substratul plasmonic. Concret, lamelele de sticld au fost
spilate succesiv prin imersie in baie de ultrasunete timp de 20 de minute cu detergent alcalin,
api ultra-pur, acetond si etanol. Dupa ce au fost extrase din etanol, aceastea au fost tratate

termic la 90 °C tim 0 de minute §i expuse unui tratament in ozon pentru 5 minute, pentru

a obtine o
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interactioneze si s3 lege covalent molecula linker (3-aminopropil)-trietoxisilan (APTES).
Astfel, urmdatorul pas a fost de a incuba lamelele intr-o solutie etanolici de APTES de
concentratie de 1 % peste noapte 1n conditii de intuneric §i temperatura camerei. Excesul de
APTES a fost indepartat folosind etanol, urmand ca substratele astfel functionalizate si fie
lasate sd se usuce la temperatura camerei. Un volum de 300 pul de AuBPs in solutie coloidald
au fost apoi picurati si l3sati peste noapte pentru a se depune (RO 133447 B1).

Substratele plasmonice fabricate au fost apoi caracterizate atét optic, cat si morfologic.
in primul rdnd, s-a monitorizat raspunsul LSPR al AuBPs dupa fiecare pas al protocolului de
detectie prin inregistrarea spectrului de extinctie utilizind un spectrofotometru UV-Vis-NIR
portabil Ocean Optics USB 4000 cuplat la un microscop inversat ZEISS Axio Observer Z1,
folosind un obiectiv ZEISS cu mirire de 10x (NA = 0.45) si o fibrd optica cu diametrul de 600
pm. in urma procesului de depunere, se observa ca forma raspunsului caracteristic LSPR al
AuBPs se pastreaza, dar, ca urmare a modificérii indicelui de refractie din imediata vecinitate
a nanoparticulelor de la 1.333 (ap#) la 1 (aer), banda longitudinald suferd o deplasare spre
lungimi de undi mai mici, maximul de extinctie fiind la 789 nm. De asemenea, ca urmare a
procesului de imobilizare pe substratul de sticld, apare o bandi la lungimi de undd mai mari in
jurul valorii de 900 nm si putin intensd asociatd cu formarea de nanoparticule autoasamblate
sub forma de lanturi (Nanotechnology 2020, 31, 335502). Morfologia substratului plasmonic
obtinut a fost studiatd prin microscopie electronicd de baleaj (eng. SEM) si microscopie de
fortd atomici (eng. AFM). Imaginile SEM au fost colectate cu un microscop FEI Quanta 3D
FEG operand la un voltaj de accelerare de 30 kV, iar studiul AFM a fost efectuat cu cu ajutorul
unui microscop de forta atomici Witec Alpha300A. in Figura 2A este prezentati o imagine
SEM reprezentativi a substratului plasmonic, in care se poate observa prezenta atit a AuBPs
individuale, cat si a nanoparticulelor autoasamblate in lanturi de diferite lungimi. Aceste
concluzii sunt sustinute si de imaginile AFM obtinute (Figura 2B), fiind in concordanti cu
determindrile spectroscopice. Astfel, am obtinut un substrat plasmonic cu proprietati optice ce
favorizeaza atit implementarea spectroscopiei LSPR datoritd nanoparticulelor individuale, cét
si a spectroscopiei SERS datorit# ,,hot-spot-urilor” generate de citre AuBPs autoasamblate.

Urmétorul pas dupé fabricarea substratului plasmonic a fost de a folosi protocolul de
detectie de tip ,,sandwich” ilustrat schematic in Figura 3. Substratul plasmonic a fost incubat

succesiv cate o ord la temperatura camerei cu: solutie etanolici de para-aminotiofenol 10> M

(p-ATP), glutaraldehid (GA), anticorpul monoclonal 5 pg/mL (anti-cTnl) specific pentru
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datorita grupdrii functionale tiol din structura sa chimica asigurd o legare covalenti cu suprafata
de aur, iar prin intermediul grupérii active amino interactioneaza cu grupdrile amino ale GA
forménd punti de nitrogen. GA este o molecula de tip ,,crosslinker” care imobilizeazi eficient
proteine prin interactiunea grupdrii amino cu lanturile proteice laterale din structura
proteinelor, astfel asigurdnd legarea eficienti a anticorpului monoclonal anti-cTnl utilizat
pentru captarea specificd a biomarker-ului cTnl.

Pentru a valida capacitatea nanoplatformei plasmonice obtinute de a detecta eficient si
specific ¢cTnl, s-au implementat trei tehnici complementare de detectie. In primul rand, s-au
inregistrat spectrele de extinctie cu ajutorul spectrofotometrului UV-Vis-NIR portabil Ocean
Optics si au fost reprezentate comparativ in Figura 4. In urma legarii moleculei de p-ATP,
banda longitudinald a nanoplatformei fabricate se deplaseazi spre lungimi de unda mai mari
cu 46 nm, demonstrand legarea covalentd a p-ATP-ului ca urmare a modificarii indicelui de
refractie din imediata apropiere a AuBPs imobilizate pe substratul plasmonic. in urma legarii
anti-cTnl prin intermediul GA, care formeaza legituri chimice atit cu gruparea amino a p-
ATP-ului, cét si a anti-cTnl, banda longitudinala LSPR sufer o translatare aditionald de 21 nm
spre rosu. Odati ce cTnl este captat de citre anti-cTnl, rdspunsul optic suferd incd o deplasare
de 7 nm spre rosu, confirménd astfel legarea specificd si, implicit, captarea biomarker-ului
cardiac cTnl de cétre elementul de recunostere moleculari anti-cTnl.

Interactiunea de recunoastere moleculard specificd anticorp-antigena a fost pusi in
evidentd prin mésuritorile SERS. Aceastd tehnicd prezinti o specificitate ridicatd datorita
capacitatii de a identifica structura moleculari pe baza aga-numitelor amprente spectrale (eng.
fingerprint) caracteristice fiecdrei molecule. Mai mult, tehnica SERS prezintd o senzitivitate
foarte ridicata, fiind capabila s detecteze chiar si o singurd moleculd. Acest lucru este posibil
prin formarea asa-numitelor puncte fierbinti (hot-spots) intre nanoparticulele interconectate sau
agregate. Aceste hot-spot-uri produc o amplificare puternicd a cdmpului electromagnetic care
determind o amplificare uriasd a semnalulului Raman al moleculelor situate in aceste spoturi.
in cazul de fati, AuBPs autoasamblate pe substratul de sticla favorizeazi generarea de “hot-
spoturi” conducénd astfel la amplificarea semnalului Raman al moleculelor localizate in aceste
zone.

inregistrarea spectrelor SERS s-a realizat cu Microscopul Raman Confocal Alpha300R
Witec GmbH, Ulm, Germania. Pentru excitarea probelor am utilizat doui linii laser: (i) una in
domeniul vizibil la 633 nm emisa de un laser He-Ne; si (ii) o alta in domeniul spectral infrarosu
apropiat ,,near-infrared” (NIR) la 785 nm emisé de o dioda laser. Lumina a fost focalizati pe

suprafata substratelor icg printr-un obiectiv cu marirea 100x si aperturd numericd NA
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= 0.9. Puterea laser la iesirea din obiectiv a fost de 2.3 mW pentru mésuritorile in domeniul
vizibil si 8.9 mW pentru misuritorile in domeniul NIR. Lumina impristiatd Raman a fost
colectatd printr-o fibri optici cu diametrul de 100 pm si transmisd spre analizi la
spectrometrele Raman (UHTS 300) echipate cu cite o camerd CDD care opereazi la -60 °C
(1024 x 128 pixeli, DV40:-BV, Andor pentru vizibil si DUsoi-BR-DD, Andor pentru NIR). in
cazul méasuratorilor in domeniul vizibil, fiecare spectru a fost inregistrat cu un timp de integrare
de 10 secunde si 1 acumulare. Pentru inregistrarea fiecarui spectru in domeniul NIR, s-au
realizat 3 acumulari succesive cu un timp de integrare 20 secunde/acumulare. Pentru analiza
spectrald, a fost utilizat software-ul Witec Project Four Plus. Figura SA prezintd spectrele
SERS inregistrate dupa fiecare pas al protocolului de detectie obtinute in urma excitirii cu linia
laser la 633 nm.

fn urma grefarii p-ATP-ului pe suprafata AuBPs apar benzile vibrationale caracteristice
ale acestuia la 1073, 1141, 1173 si 1437 cm™! atribuite vibratiilor de alungire C-S, deformare
C ~ H si balansare N — Ha, deformare C - H, respectiv alungire C — N si deformare a inelului
fenol (J. Optoelectron. Adv. Mater. 2007, 9, 3, 733-736). Dupi legarea GA, apar primele
modificari ale spectrului p-ATP-ului: vibratiile de 1a 409 si 1574 cm™! devin vizibile, iar banda
de la 1073 cm™ este semnificativ amplificatd. in plus, lipsa benzii vibrationale caracteristice
grupdrii amino confirmi legarea moleculei GA. In urma incubirii cu anti-cTnl, se remarca o
scadere a semnalului SERS al p-ATP, fard modificari semnificative in ceea ce priveste forma
spectrului. fns3, atunci cand biomarker-ul este captat, spectrul sufera modificari semnificative.
Benzile deja identificate ale p-ATP-ului sunt amplificate si, mai mult decat atét, apar modurile
vibrationale ale biomarker-ului de interes. Astfel, cTnl este identificat specific prin vibratiile
caracteristice ale reziduurilor aminoacizilor din componenta sa: triptofan la 723 cm™, triptofan
si fenilalanina la 1001 cm™, triptofan si tirozina la 1313 cm™, acid aspartic si glutamic la 1398
cm™, triptofan la 1423 cm™ i fenilalanina, triptofan si tirozind la 1494 cm™ (Nanotechnology
2020, 31, 505505). in urma excitirii cu linia laser la 785 nm (Figura 5B), se remarca modificari
ale benzilor specifice ale p-ATP-ului dupi fiecare pas al protocolului de detectie. Desi modurile
vibrationale ale aminoacizilor implicati in reactia de recunoastere moleculari anticorp-antigend
nu mai sunt vizibile, captarea cu succes a cTnl este demonstratd prin modificarea raportului
dintre benzile de 1a 1004 si 1030 cm™, cea din urma scizand in intensitate considerabil atunci
cand reactia imunologicd are loc. Astfel, s-a demonstrat cu succes capacitatea de a detecta
eficient si specific biomarkerul cardiac cTnl prin doud metode spectroscopice complementare,

validdnd nanosenzorul plasmonic dezvoltat in vederea implementarii acestuia in diagnosticul
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Mai mult, am implementat o noui metodd de detectie, si anume detectia
termoplasmonicd. Aceastd tehnicd se bazeazi pe capacitatea AuBPs de a converti lumina
absorbita in caldurd. Prin monitorizarea modificarilor de temperaturd care apar dupd fiecare
pas al protocolului de detectie (ex. functionalizare, modificarea mediului din jurul AuBPs) se

realizeazi o detectie indirecta a analitilor de interes.

Concret, s-a monitorizat variatia de temperaturd extrasd din hdrtile termografice
colectate dupi fiecare pas al protocolului de detectie. AuBPs au fost validate ca agenti
termoplasmonici eficienti fiind capabile si converteascd lumina in céldurd demonstrand
performante termice crescute atunci cdnd sunt expuse unei surse de lumind (in rezonanti cu
banda plasmonici longitudinald) (Nanotechnology 2019, 30, 405701). Astfel, nanoplatforma
plasmonica a fost expusd unui laser in NIR la 785 nm pentru 30 de secunde, utilizdnd o putere
de 190 mW. In timpul iradierii s-au achizitionat hirti termografice folosind o camer3 infra-rosu
(IR) cu termoviziune Optris PI 450. Figura 6 prezinti hartile termografice inregistrate la to, 10,
20, respectiv 30 secunde in timpul expunerii la laser. Pe baza hartilor achizitionate se pot
extrage temperaturile in orice moment al iradierii. In toate cazurile studiate, se observi ci
temperatura cea mai mare este inregistrati in punctul de contact cu laserul si apoi se disipa pe
intreaga suprafati. Substratul plasmonic se incilzeste rapid pand la aproximativ 44 °C, indicand
faptul c4, in urma imobilizarii pe substratul de sticld, nanoparticulele isi pastreazi capacitatea
de a converti lumina in cildurd in mod eficient. Insa atunci cand p-ATP-ul este grefat pe
suprafata metalicd are loc o scidere a capacititii de conversie ajungind pani la o temperaturs
de aproximativ 41 °C. Functionalizarea cu anti-cTnl nu induce o modificare a capacititilor
termice, insd odat3 ce cTnl este captat temperatura maxima este scdzutd cu aproximativ 2 °C.
Datoritd mediului inconjuritor si a erorii camerei IR, temperaturile afigate pe harti fluctueaza
si depind de momentul inregistririi. Astfel, pentru a evalua cu acuratefe comportamentul
termic, se determind diferentele de temperaturd AT in fiecare secunda din timpul iradierii in
raport cu temperatura mediului ambiant si se reprezinti grafic ca functie de timp. Acestea sunt
apoi fitate folosind un model exponential ce caracterizeazd AT din punct de vedere analitic,
obtindndu-se curbele termice corespunzitoare nanoplatformei plasmonice dupi fiecare pas al
protocolului de detectie cu coeficienti de determinare (R?) avind valori foarte apropiate de 1
sugerdnd o precizie crescuti a fitirilor exponentiale efectuate (Figura 7). Din studiul curbelor
termice observam ci toate sistemele se incilzesc foarte repede si ating platoul de saturatie in
primele 10 secunde de la inceperea iradierii. Diferentele de temperaturd sunt insd mult mai
evidente si permit idenfj}f'ﬁmmcérilor termice induse odati cu functionalizarea acestora.
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Aceste determindri demonstreazi capacitatea nanosenzorului plasmonic dezvoltat de a detecta
eficient indirect biomarker-ul cTnl si de a permite o detectie multimodala LSPR-SERS-

termoplasmonic pe aceeasi nanoplatforma.
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Desene/Figuri

Figura 1. Spectrul de extinctie al AuBPs cu rispuns LSPR la 830 nm sintetizate in solutie
coloidala (spectrul negru) si dupa depunerea acestora pe substratul de sticla (spectrul rosu).

Figura 2. Imagini reprezentative de microscopie SEM (A) si AFM (B) a substratului plasmonic

dezvoltat,

Figura 3. llustrarea schematica a protocolului de detectie propus.

Figura 4. Monitorizarea in timp real a rdspunsului LSPR al nanoplatformei plasmonice inainte
(spectru rosu) si dupd legarea p-ATP-ului (spectru albastru), a anticorpului anti-cTnl (spectru

mangenta) si dupd captarea biomarkerului cardiac troponina I (spectru portocaliu).

Figura 5. Spectrele SERS obtinute in urma excitérii cu doui linii laser, 633 (A) respectiv 785

nm (B), dupi fiecare pas al protocolului de detectie.

Figura 6. Imagini termografice inregistrate la 0, 10, 20 si 30 secunde de expunere a
nanoplatformei plasmonice la un laser cu lungime de unda excitatoare de 785 nm inregistrate

nainte si dupa legarea p-ATP-ului, a anticorpului anti-cTnl si dupa captarea cTnl.

Figura 7. Curbele termice obtinute in urma analizei imaginilor termice prin extragerea
temperaturii si determinarea cresterii acesteia in raport cu temperatura ambientald pe durata

expunerii la laser. Punctele experimentale obtinute au fost fitate exponential (linii continue).
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Revendicari:

Nanosenzor plasmonic de detectie specificd a biomarker-ului cardiac troponind I utilizdnd
o nanoplatforma plasmonici pe baz3 de nanobipiramide de aur pentru a imobiliza agentul
de recunoastere, anticorpul monoclonal anti-cTnl, caracterizat prin aceea ci
nanoplatforma plasmonicd obtinutd prezintd proprietdti optice si termoplasmonice

controlabile, un grad ridicat de stabilitate chimic&, termica si reproductibilitate.

Nanosenzor plasmonic de detectie conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca
permite folosirea imediati i directd pentru detectia simpla, rapidi, specificd si in timp real

cu volume reduse de reactanti si probd biologic# a biomarker-ului cardiac troponin 1.

Nanosenzor plasmonic de detectie conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ca
utilizarea nanobipiramidelor de aur permite implementarea pe aceeasi nanoplatform3 a trei
metode de detectie in timp real si la fata locului, anume spectroscopie de Rezonanti
Plasmonicd de Suprafatd Localizatd (LSPR), Spectroscopie Raman Amplificatd de
Suprafati (SERS) si detectie termoplasmonica prin imagisticd termografica.

Nanosenzor plasmonic de detectie conform cu revendicarea 1, caracterizat prin aceea ci,
datoritd capacitiitii nanobipiramidelor de aur de a opera ca nanoantene plasmonice
eficiente, permite identificarea specifici a biomarker-ului cardiac troponind I prin
evidentierea modurilor vibrationale caracteristice reziduurilor aminoacizilor implicati in

reactia de recunoastere anticorp-antigena.

)2
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Figura 1. Spectrul de extinctie al AuBPs cu raspuns LSPR la 830 nm sintetizate in solutie

coloidala (spectrul negru) si dupd depunerea acestora pe substratul de sticla (spectrul rosu).

Figura 2. Imagini reprezentative de microscopie SEM (A) si AFM (B) ale substratului

plasmonic dezvoltat.
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Figura 3. [lustrarea schematica a protocolului de detectie propus.
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Figura 4. Monitorizarea in timp real a raspunsului LSPR al nanoplatformei plasmonice

fnainte (spectru rosu) si dupa legarea p-ATP-ului (spectru albastru), a anticorpului anti-cTnl

(spectru mangenta) si dupa captarea biomarkerului cardiac troponina 1 (spectru portocaliu).
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Figura 5. Spectrele SERS obtinute in urma excitirii cu doua linii laser, 633 (A) respectiv 785

nm (B), dupa fiecare pas al protocolului de detectie.
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Figura 6. Imagini termografice inregistrate la 0, 10, 20 si 30 secunde de expunere a
nanoplatformei plasmonice la un laser cu lungime de unda excitatoare de 785 nm inregistrate

inainte si dupa legarea p-ATP-ului, a anticorpului anti-cTnl si dupa captarea cTnl.
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Figura 7. Curbele termice obtinute in urma analizei imaginilor termice prin extragerea
temperaturii $i determinarea cresterii acesteia in raport cu temperatura ambientala pe durata

expunerii la laser. Punctele experimentale obtinute au fost fitate exponential (linii continue).
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