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PRIN SPECTROSCOPIE RAMAN

(57) Rezumat:

Inventia se referd la o metoda de cuantificare a
albuminei glicate in probe de plasma sanguina. Metoda,
conform inventiei, consta in etapele:mixarea probei de
plasma cu o solutie coloidala de nanoparticule de argint
activate cu iodura, adsorbtia albuminei pe suprafata
nanoparticulelor de argint folosite ca substrat pentru
amplificarea semnalului Raman, inregistrarea spectrului
probei folosind spectrometrul Raman cu excitatie laser

la 638 nm, determinarea concentratjilor de albumina
glicate din plasma pe baza profilelor spectrale SERS
pre-procesate, folosind un model matematic bazat pe
metode de regresie, rezultdnd o eroare medie de
predictie a valorilor de albumina glicata de 1,98 mg/ml.
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Procedeu de cuantificare a albuminei glicate din probe de plasma sanguina prin

adsorbtie pe nanoparticule de argint si analiza prin spectroscopie Raman

inventia se referd la un procedeu de cuantificare a albuminei glicate in probe de plasma
sanguina. Detectia si cuantificarea albuminei are loc in urma adsorbtiei acesteia pe
suprafata nanoparticulelor de argint si detectia Raman a proteinei adsorbite. Cuantificarea
albuminei glicate se realizeaza pe baza profilului spectral, analizat matematic folosind un

model matematic bazat pe metode de regresie.

Diabetul zaharat se caracterizeaza printr-o reglare defectuoasa a glicemiei, find cea mai
frecventa tulburare endocring, sute de milioane de persoane fiind afectate la nivel mondial
[American Diabetes, A., Standards of Medical Care in Diabetes-2019 Abridged for Primary
Care Providers. Clinical diabetes: a publication of the American Diabetes Association, 2019.
37(1): p. 11-34]. Deoarece optiunile terapeutice sunt limitate, controlul glicemic eficient este
imperativ in mentinerea sub control a afectiunii, evitand complicatii grave acute si cronice. In
acest sens, se impune screening-ul pentru variatile nivelului de glucozd din sénge.
Cuantificarea directa a glucozei prin glucometre conventionale oferd o valoare de moment a
glicemiei, in schimb cuantificarea proteinelor glicate (glicozilate}, cum ar fi hemoglobina sau

albumina, ofera o valoare medie a glicemiei, pe o perioada de cateva saptamani.

Albumina glicata reflectd concentratia medie de glucoza din sange in ultimele 2-4 saptamani
si poate confirma mai rapid eficacitatea unui eventual tratament datoritd unui timp de

fnjumatatire mai scurt decéat cel al hemoglobinei.

Spectroscopia optica de tip Raman este o metoda de analizd moleculara nedistructiva ce se
bazeazd pe imprastierea inelasticd a fotonilor in urma ciocnirii cu molecule. Adsorbtia
moleculelor pe suprafata unei nanoparticule metalice, cu proprietdti plasmonice, cum ar fi
nanoparticulele de argint, determina o amplificare a semnalului Raman cu mai multe ordine
de marime, fiind raportata in literatura chiar si detectie la nivel unimolecular [Stefancu, A., si
colab., Halide—Metal Complexes at Plasmonic Interfaces Create New Decay Pathways for
Plasmons and Excited Molecules. ACS Photonics, 2022. 9(3): p. 895-904.]. Metodologia
analizei Raman a moleculelor adsorbite pe suprafata nanoparticulelor metalice este
cunoscuta in literatura de specialitate sub denumirea surface-enhanced Raman scattering
(SERS).

Proprietatea de a oferi informatie structurald moleculara la limite de detectie comparabile cu
metoda de emisie in fluorescentd, determind utilitatea metodei SERS in aplicatii de
spectroscopie clinica. in acest sens, metoda SERS a fost validatd in numeroase studii
clinice cum ar fi detectia probelor prelevate de la pacienti cu diferite tipuri de cancer [Cervo,

S., si colab., SERS analysis of serum for detection of early and locally advanced breast
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cancer. Anal Bioanal Chem, 2015. 407(24). p. 7503-9; Moisoiu, V., si colab., SERS liquid
biopsy: An emerging tool for medical diagnosis. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces,
2021. 208: p. 112064] sau detectia si cuantificarea albuminei in probe de urinad la
concentratii de pana la 3 ug/mL [Stefancu, A., si colab., SERS-based quantification of
albuminuria in the normal-to-mildly increased range. Analyst, 2018. 143(22): p. 5372-5379].

In figurile anexate, care fac parte din prezenta inventie, sunt redate urmétoarele:

Figura 1, prezintd o imagine de microscopie electronicd reprezentativd pentru
nanoparticulele de argint folosite ca substrat pentru amplificarea semnalului Raman si

obtinerea spectrelor SERS.

Figura 2, ilustreaza spectrul SERS mediu si deviatia standard pentru 45 de probe de
plasma, obtinute in urma adsorbtiei proteinelor la suprafata de argint modificata cu iodura si

achizitionarea spectrelor folosind spectrometrul Raman cu excitare laser la 638 nm.

Inventia prezintd o modalitate rapida si relativ simpla pentru cuantificarea albuminei glicate
in probe de plasma sanguind. Se prezinta in continuare un exemplu concret, nelimitativ, de

realizare a inventiei.

» Pentru analiza, s-a folosit o solutie coloidald de nanoparticule de argint, obtinuta
printr-o metoda de sinteza conventionala [Leopold, N. and B. Lendl, A New Method
for Fast Preparation of Highly Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS) Active
Silver Colloids at Room Temperature by Reduction of Silver Nitrate with
Hydroxylamine Hydrochloride. The Journal of Physical Chemistry B, 2003. 107(24):
p. 5723-5727] (Figura 1). Suprafata nanoparticulelor a fost activata cu ioni de iodura,
prin adaugarea de iodurd de potasiu (Kl), 10° M concentratie finala. In continuare s-
au mixat 10 pl proba de plasma cu 10 pl solutie coloidala de argint activata cu iodura.

e S-a acoperit cu folie de aluminiu o lameld de microscop. S-au depus 10 ul din
mixtura plasma sanguina/nanoparticule de argint pe lamela de microscop acoperita
cu folie de aluminiu.

= Laserul spectrometrului cu emisie la 638 nm si putere ~50 mW, este directionat pe
picatura de proba. Au fost achizitionate spectre SERS ale probelor de plasma la o
rezolutie spectrald de 8-10 cm™. Spectrele inregistrate reprezintd media a 4 achizitii
a cate 10 secunde expunere fiecare.

» Spectrele SERS au fost procesate dupa achizitionare. Pasii de procesare au fost
urmétorii. s-a pastrat doar domeniul spectral 800-1800 cm™; s-a aplicat o functie
matematica pentru reducere liniei de baza (de exemplu functia tip Rubber-band); s-a
realizat normalizarea-spegtrelor (de exemplu, normalizare la unitate).
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Concentratiile de albumina glicata din probele de plasmé au fost determinate prin
analiza profilelor spectrale SERS pre-procesate, folosind un model matematic bazat
pe metode de regresie (de exemplu regresie prin metoda celor mai mici patrate).
Pentru realizarea modelului matematic, s-a folosit un set de 45 de probe de plasma
cu concentratii cunoscute de albumina glicata in urma determinarilor prin metode
conventionale de laborator (de exemplu metoda imunologica). Conform analizelor de
laborator clinic, valorile concentratiilor de albumina glicatéd au fost intre 1.02-32.19
mg/mtl). Setul de probe a fost impartit aleator intr-un set de 36 de probe (concentratii
intre 1.02-9.16 mg/ml), folosit pentru antrenarea modelului de regresie, si 9 probe
(concentratii intre 1.47-32.19 mg/ml) pentru validarea externa a modelului. S-a
evaluat acuratetea de predictie a modelului matematic, eroarea medie de predictie a

valorilor de albumina glicata folosind metoda Raman/SERS a fost de 1.98 mg/mi.
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REVENDICARI

Metodologie de cuantificare a albuminei glicate din probe de plasma, caracterizatd prin
aceea ca se inregistreazd spectrul Raman/SERS al proteinelor din plasma adsorbite pe

suprafata nanoparticulelor de argint.



e b
Onm

RO 137931 A2

Figura 1. imagine de microscopie electronicad reprezentativa pentru nanopaiticulele de

argint folosite ca substrat pentru amplificarea semnaiului Raman si obtinerea spectielor

SeRS.
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Figura 2. Spectrul SERS mediu si deviatia standard pentru cele 45 de probe de plasma,

obtinute n urma adsorbtiei proteinelor la suprafaia de argint modificatd cu iodurad si

achiziiionarea spectrelor folosind spectrometrul Raman cu excitare laser la 638 nm.
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