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DEZVOLTAREA UNUI SENZOR PLASMONIC CU FIBRA OPTICA
INTELIGENT PENTRU DETECTIA CORONAVIRUSULUI SARS-COV-2

1. Introducere

In acest proiect, propunem validarea unei platforme de detectie point-of-care (POC) bazati pe
tehnologia FO-SPR (youtube.com/INFLPR FO-SPR), capabila sa ofere un diagnostic precis si
rapid in cazul de infectare cu COVID-19, fara a necesita echipamente complexe si foarte
costisitoare. Senzorul FO-SPR acoperit cu Au va fi functionalizat cu aptameri (secvente scurte
de oligonucleotide monocatenare) specifici pentru captarea glicoproteinei spike SARS-CoV-2
(vedeti Figura 1). Acest proces, pe langa faptul ca este monitorizat in timp real pentru un
diagnostic rapid, va permite si cuantificarea glicoproteinei spike SARS-CoV-2 din proba. Mai
mult, prin construirea unui software adecvat, folosirea unor algoritmi de colectare si procesare
a datelor si integrarea analizei statistice pentru generare de solutii analitice, vom transforma
senzorul FO-SPR intr-unul inteligent.

Glicoproteina S a spiculelor

Nucleocapsida formata din
ARN viral si proteina N

invelisul viral

Figura 1. Schema ilustrativa a coronavirusului SARS-COV-2 (virus cu genom ARN). Cu
ajutorul senzorului FO-SPR acoperit cu aur si functionalizat cu aptameri specifici vom detecta
glicoproteina S a spiculelor.

SARS-COV-2 a fost ales ca model de biotest pentru ca este de actualitate §i pentru ca avem

experientd de lucru cu acesta, dar aceasta tehnologie poate fi folosita n viitor pentru
identificarea diversilor virusi.
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https://www.youtube.com/watch?v=b_4mqVOp3ro&t=4s&ab_channel=INFLPR

2. Resurse si materiale

Munca de cercetare din cadrul Etapei 2 a acestui proiect s-a desfasurat in cadrul grupului
,Lasere in domeniul stiintelor vietii, mediu si productie” (LLASEM), al Institutului National
de Cercetare-Dezvoltare pentru Fizica Laserilor, Plasmei si Radiatiei (INFLPR), Romania, de
catre directorul de proiect lulia Antohe, impreuna cu membrul echipei Bianca-Giorgiana
Solomonea. Intreaga infrastructura a institutului INFLPR a fost si va fi disponibild pentru
dezvoltarea proiectului. Toate chimicalele, bio-reagentii si materialele sunt de calitate
superioara si sunt acum disponibile in laborator.

3. Rezultate si discutii

Etapa 2 = August — Decembrie, 2023. Detectarea glicoproteinei spike a SARS-CoV-2 cu
senzorul FO-SPR in solutie apoasa tampon

Activitatea 2.1. Optimizarea protocolului de functionalizare a suprafetei senzorului FO-SPR
cu bioreceptori specifici pentru detectia glicoproteinei spike a SARS-CoV-2.

Tn acest etapa ne-am propus detectia si cuantificarea glicoproteinei spike SARS-CoV-2 din
proba cu ajutorul senzorului FO-SPR functionalizat cu aptameri specifici (vedeti Figura 2).
Senzorul FO-SPR
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Figura 2. Schema ilustrativa cu strategia de detectie a glicoproteinei spike SARS-CoV-2
utilizand senzorul FO-SPR (poza din stinga) functionalizat cu aptameri specifici cu grupare
,, thiol” — SH..

Ce sunt aptamerii si de ce i-am ales ca bioreceptori? Aptamerii sunt oligonucleotide ADN sau
ARN monocatenare, avand potentialul de a inlocui sau completa anticorpii Tn biotestele in curs
de dezvoltare. Acestia au dimensiuni mai mici, sunt mai stabili, sunt mai ieftini, pot fi sintetizati
chimic si etichetati fara sa isi piarda afinitatea, comparativ cu anticorpii [1-3].

Pentru alegerea reagentilor/aptamerilor potriviti, proiectarea experimentelor pentru a avea
succes si identificarea riscurilor anticipat am folosit inteligenta artificiala prin utilizarea
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platformei BenchSci. Avem de-a face cu o tehnologia proprie de invatare automata ML
(Machine learning) care “citeste” articole, carti si scaneaza cifre, diagrame, grafice pentru a
extrage informatiile dorite [4].

Astfel, am ajuns la secventele de aptameri de mai jos. Doi din acesti aptameri au fost comandati
personalizati cu o grupare —SH pentru a putea functionaliza usor senzorii FO-SPR acoperiti cu
aur. Se cunoaste din literatura faptul ca gruparile tiol sunt cele mai stabile si au cea mai mare
afinitate pentru suprafetele metalelor nobile, cum este si aurul [5].

GGGCTTTGTCATTGATGTTGACACAGTCCTTCCCAAGGCTGCGCCT

S 5't0 3')::
equence (5' to 3') GGAGCTTACAAGAGTGTCGAAATCAAGGGA

Sequence (5'to 3'):: CCTTGGGAAGGACTGTGTCAACATCAATGACAAAGCCC[ThiC3]

Sequence (5'to 3): gi]'hiCG]TCCCTI'GA'I"ITCGACACTCTTGTAAGCTCCAGGCGCAG[Pho

Senzorii FO-SPR acoperiti cu aur au fost apoi functionalizati cu aptameri de mai sus,
specifici pentru glicoproteina spike a SARS-CoV-2.

Pe scurt, aptamerul modificat cu gruparea tiol anti-glicoproteina S a fost mai intai redus cu
DTT (0.1 M) intr-o solutie tampon de tip fosfat PB 0.18 M (pH 8). Secventa de ADN activata
a fost purificata in continuare folosind o coloana NAP-5 pentru a indeparta sarea si nucleotidele
neincorporate. ADN-ul pur a fost apoi eluat cu solutie tampon TE (pH 8).

Ulterior, senzorii FO-SPR au fost incubati peste noapte la 4°C intr-o solutie de 150 pL care
contine aptamerul in PB 0.01 M cu 0.01% SDS si 1 M NaCl. Dupa incubarea peste noapte,
senzorii FO-SPR vor fi spalati in PB 0.01 M cu 0.01% SDS si PEG.

Pentru a ajunge la protocolul optimizat de mai sus, au fost efectuate mai multe experimente
pentru ca s-a avut in vedere testarea mai multor solutii tampon cu pH diferit si cu concentratii
diferite.

Aptasenzorii FO-SPR astfel pregatiti vor fi utilizati in continuare pentru detectarea fara
etichetare a diferitelor concentratii (0-1 uM) de glicoproteina spike SARS-CoV-2 in solutie
tampon.

Tn a doua etapi a proiectului (Etapa 2) directorul de proiect a Indeplinit sarcinile de cercetare
prevazute la Activitatea 2.1 si a colaborat indeaproape cu B.G. Solomonea. Livrabilele promise
n aceasta etapa au fost indeplinite cu succes.
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4. Diseminarea rezultatelor obtinute (01/08 — 31/12, 2023)

Diseminarea rezultatelor obtinute s-a facut prin: (i) participarea la patru conferinte nationale si
internationale (cu recunoasterea sprijinului acordat de AOSR); (ii) prin trimiterea spre
publicare a doua articole, in jurnale cotate ISI (cu includerea afilierii AOSR si recunoasterea
sprijinului acordat de AOSR); prin pregatirea a inca doua articole care urmeaza n viitorul
apropiat sa fie si ele trimise pentru evaluare in jurnale cotate ISI; prin intocmirea acestui raport
stiintific trimis la AOSR pana pe 05.12.2023; precum si prin (iii) alte actiuni de popularizare:

Conferinte nationale si internationale:

1) lulia Antohe, Luiza-lzabela Toderascu, Oana Gherasim, Vlad-Andrei Antohe and Gabriel
Socol, Virtual International Scientific Conference on “Applications of Chemistry in
Nanosciences and Biomaterials Engineering” NanoBioMat 2023 — Winter Edition, 22-24
November 2023, Romania (poster presentation).

2) Brahim Ydir, Amine Ajdour, Mouad Soumane, lulia Antohe, Gabriel Socol, Luiza-1zabela
Toderascu, Mohamed Boussetta, Houda Lahlou, Virtual International Scientific Conference on
“Applications of Chemistry in Nanosciences and Biomaterials Engineering” NanoBioMat
2023 — Winter Edition, 22-24 November 2023, Romania (poster presentation).

3) lulia Antohe, Luiza-Izabela Toderascu, Oana Gherasim, Vlad-Andrei Antohe and Gabriel
Socol, EmergeMAT Editia a 6-a,9 — 10 Noiembrie 2023, Bucuresti, Romania (poster
presentation).

4) Popa A., Stochioiu A., Toderascu L., Antohe V.A., Socol G. and Antohe I., EmergeMAT
Editia a 6-a, 9 — 10 Noiembrie 2023, Bucuresti, Romania (poster presentation).

Articole:

1) B. Ydir et. al., trimis catre un jurnal pe zona rosie (Springer, Q1, IF:4.1)

2) 1. Sandu et. al., trimis catre un jurnal pe zona rosie (MDPI, Q1, IF:5)

3) B.G. Solomonea et. al., finalizat, speram sa fie trimis pana la sfarsitul lunii decembrie
4) 1. Antohe et. al., in lucru, speram sa fie trimis pana la sfarsitul lunii decembrie

Actiuni de diseminare catre publicul larg:

S-a avut in vedere popularizarea obiectivelor specifice, precum si a rezultatelor stiintifice
obtinute n urma implementdrii acestui proiect de cercetare, prin intermediul retelelor de
socializare ale directorului de proiect (LinkedIn si Facebook). De asemenea, s-au desfasurat
sesiuni de informare a elevilor si studentilor ce viziteaza periodic laboratoarele INFLPR.
Directorul de proiect a aparut in cadrul a doua emisiuni TV, difuzate pe PRO TV, intitulate ,,I
like it” si ,,Doctor de bine” unde a vorbit despre sistemul de detectie cu fibra optica s
aplicabilitatea lui in medicina si in sectorul agro-alimentar.
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