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Abstract

Gold nanoparticles have been extensively used for a wide range of biomedical applications due to
their unique physicochemical properties. Over the time, various methods of synthesis and
functionalization have been developed. In this regard, polyethylene glycol (PEG) coatings are the
most used biopolymers, increasing stability and biocompatibility of nanostructures. This study
proposes a facile synthesis method of PEGylated gold nanoparticles (AuNPs) and describes their
interactions with biological samples. AUNPs were synthesized using PEG1000 as a stabilizing and
reducing agent. The nanoparticles were purified and concentrated through Tangential Flow
Filtration procedure and followed a rigorous characterization. Transmission Electron Microscopy
revealed a mean diameter of 20nm, 3-4nm representing the thickness of PEG coating. UV-Vis
spectrophotometry measurements indicated a maximum absorbance at the wavelength of 525nm.
The presence of PEG1000 at the surface of AuNPs was also confirmed by Nanoparticle Tracking
Analysis showing a zeta potential of -20.4mV. After characterization, the cytotoxicity of
PEGAUNPs was evaluated on two cell lines: a normal cell line (LX2) and a hepatocarcinoma cell
line (SK-HEP-1). By performing MTT assays, it was observed that cellular viability slowly
decreases over time, meaning that PEG functionalized AuUNPs possess a reduced cytotoxic effect.
Dark field microscopy allowed the assessment of nanoparticles cellular internalization, evidencing
their distribution around the nucleus. Finally, spectral profile modifications of AuNPs were
analyzed by means of hyperspectral imaging. These investigations suggested that AUNPs spectral
behavior depends on their localization site in the cellular medium. The occurring of such

phenomenon plays a significant role in biomedical applications, especially imaging techniques.
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Investigarea interactiunilor nanoparticulelor
Bianca — Maria Lazorec plasmonice de aur cu mediile celulare
folosind microscopie hiperspectrala

Introducere

Coloizii de aur, folositi inca din vremuri antice in scop decorativ si medical, au devenit un subiect
important al cercetarii stiintifice n ultimele decenii. Popularitatea lor in domeniul biomedical se
datoreaza proprietatilor fizice si chimice deosebite, cum ar fi rezonanta plasmonicd de suprafata,
hidrofilia, posibilitatea de control a formei si dimensiunii lor in domeniul nano si functionalizarea
suprafetei. In contextul aplicatiilor biomedicale, polietilenglicolul (PEG) este unul dintre cei mai
utilizati biopolimeri, fiind componenta principald in diferite clase de compusi terapeutici aflati

deja in uz clinic.

Lucrarea de fata are ca principal scop sinteza de nanoparticule de aur (AuNPs) folosind PEG1000
ca si agent reducitor si stabilizator si testarea interactiunii lor cu diferite medii celulare. Tn vederea
determindrii proprietdtilor optice, morfologice si a potentialului de suprafatd, coloidul astfel
preparat a fost caracterizat prin trei metode diferite si anume : spectroscopie de absorbtie UV-vis,
microscopie electronica in transmisie (TEM) si Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). Studiul a
continuat cu evaluarea biocompatibilitatii lor prin evaluarea viabilitatii a doua linii celulare, LX2
si SK-HEP-1, in urma expunerii lor la tratamente cu AuNPs folosind testul MTT. Monitorizarea
internalizarii celulare a nanoparticulelor s-a realizat prin microscopie hiperspectrala si in camp
intunecat. Aceasta a avut ca scop punerea in evidenta a diferentelor legate de internalizarea AUNPS
in cele doua linii celulare, precum si analiza modificarilor profilului spectral al AuNPs in functie

de localizarea lor in mediul intracelular.
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|. Sinteza si caracterizarea nanoparticulelor plasmonice de aur

|.1. Perspectiva istorica

Solutiile de aur coloidal au fost mentionate pentru prima data in jurul secolului V 1.Hr in literatura
egipteana si chineza. Aurul si argintul coloidal au fost folosite incd din vremurile Romei Antice in
scopul colorarii sticlei in nuante de rosu, mov sau galben, aceste culori fiind influentate de
concentratia celor doua metale in solutie. Un exemplu in acest sens este Cupa Lycurgus (Figura

1.1) care dateaza din secolul 1V d.Hr. [1].

Figura 1.1. Cupa Lycurgus in lumind reflectatd (A) si in lumina transmisa (B) [2].

Cupa Lycurgus este un exemplu de sticla dicroica ce isi schimba culoarea in functie de iluminare,
apartinand perioadei Romei Antice. In compozitia sticlei se regisesc nanoparticule de aur si argint.
Diferenta de culoare dintre o sticld rubinie obisnuita si Cupa Lycurgus se poate explica pe baza
gradelor diferite de absorbtie si imprastiere a luminii. Particulele care se regasesc in solutiile
coloidale de aur, precum si in sticla rubinie, sunt de dimensiuni care permit o absorbtie ridicata si
o Tmprastiere scazutd a radiatiei luminoase. Transmisia luminii induce fenomenul de colorare
subtractiva — culoarea sticlei va fi data de culoarea albd din care este substrasa culoarea absorbita
de particulele coloidale. In cazul in care sticla este analizati in lumina reflectat, ea va apirea
intunecata Intrucat lumina este absorbita la intrarea in solid si doar o mica parte din ea se Intoarce

catre ochi [3].
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Pana in Evul Mediu, aurul solubil a fost considerat ca avand proprietdti curative pentru diverse
patologii cum ar fi cele de natura cardiaca, epilepsia sau diferitele tumori. Aurul era utilizat chiar

si pentru diagnosticul sifilisului [4].

in anul 1857, Michael Farady a mentionat pentru prima dati aurul coloidal in literatura stiintifica.
El credea ca nuanta rosie a solutiei coloidale de aur se datoreaza interactiunii particulelor de aur

cu lumina, interactiunea fiind diferita fata de cea cu aurul metalic (macroscopic) [5].

La inceputul secolului XX s-au dezvoltat mai multe metode de sintezd a solutiilor coloidale
metalice. Tn jurul anului 1951, cercetitorul Turkevich a dezvoltat o metoda originald de sintezi a
nanoparticulelor de aur sferice, cunsocuta sub numele de metoda Turkevich [1]. Mai tarziu, aceasta
metoda a suferit diverse modificari, iar in anul 1973 G. Frens a imbunatatit-o, ea devenind metoda
Turkevich-Frens. Tn prezent, metodele de sinteza de tip Turkevitch-Frens sunt printre cele mai
utilizate in sinteza nanoparticulelor de aur, micile modificari fiind determinate de domeniul de

aplicabilitate ale nanoparticulelor sintetizate [6].

|.2. Proprietatile nanoparticulelor plasmonice de aur

[.2.1. Rezonanta plasmonica de suprafata localizata

Plasmonul reprezintd oscilatia colectiva a electronilor dintr-un metal nobil atunci cand ei sunt
excitati ca urmare a interactiunii cu o radiatie luminoasa. Rezonanta plasmonica reprezintad o banda
de absorbtie care apare in momentul in care frecventa fotonului incident este in rezonantd cu
oscilatia colectiva a electronilor conductori. Odata cu patrunderea n interiorul metalului,
perturbatia indusa de unda electromagnetica incidentd scade rapid. Prin urmare, rezonanta se
manifestd cel mai adesea la suprafata metalului, fenomen cunoscut sub denumirea de rezonanta
plasmonica de suprafata (Surface Plasmon Resonance — SPR). Rezonanta plasmonica de suprafata
localizatd (LSPR) are loc atunci cind SPR se reduce la volume mici cum ar fi cele ale
nanoparticulelor, ale caror dimensiuni sunt comparabile cu lungimea de unda a radiatiei incidente
(Figura 1.2). Aparitia fenomenului LSPR in cazul nanoparticulelor de aur conduce la efecte
importante cum ar fi un efect de intensificare locald a cAmpului electromagnetic si aparitia unui

coeficient de extinctie [7].
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LSPR

Lumina

Figura 1.2. Rezonanta plasmonica de suprafatd localizata [8].

La aparitia LSPR, campul electromagnetic din apropierea suprafetei nanoparticulelor de aur
(AuNPs) poate fi amplificat cu mai multe ordine de marime. Cea mai mare amplificare are loc in
zonele cu cea mai mare curbura locala (regiuni cunoscute sub denumirea de hot spots — puncte
fierbinti). Extinctia opticd a AuNPs poate creste cu mai mult de trei ordine de marime in
comparatie cu moleculele organice obisnuite, crescand astfel eficienta conversiei fototermale,

conversia fotochimica si absorbtia de energie luminoasa a AuNPs [7].

I.2.2. Proprietati generale si avantaje

Datorita efectelor care apar in urma modificarii formei, dimensiunii si a compozitiei lor, AuNPs
prezintd o capacitate ridicata de ajustare a proprietatilor lor optice fata de colorantii conventionali,
cum ar fi obtinerea unor sectiuni transversale de absorbtie si imprastiere mult mai bune. Sectiunea
transversald de absorbtie a AuNPs este cu patru pana la cinci ordine de marime mai mare decét
cea a moleculelor cu cea mai puternicd absorbtie (de exemplu Rodamina 6G - R6G). impristierea
luminii datid de AuNPs sferice cu diametru de 80nm este 10° ori mai mare decat emisia de lumini
a moleculelor de fluoresceina. In plus, spre deosebire de fluoroforii moleculari, grav afectati de
fenomenul de photobleaching si greu de detectat prin tehnici experimentale, AuNPs nu sunt
sensibile la acest fenomen. Mai mult decat atat, sondele pe baza de AuNPs depasesc unele limitari
ale colorantilor organici conventionali, cum ar fi: hidrofilia si fotosensibilitatea slabe, randamentul
cuantic si sensibilitatea detectiei scdzute, stabilitatea insuficientd in sistemele biologice si

capacitatea de multiplexare slaba [9].
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1.2.3. Dimensiunea si forma AuNPs

Dimensiunea si forma AuNPs au o influentd semnificativd asupra proprietatilor intrinseci ale
acestora (Tabelul 1.1), fapt ce a condus la cercetari ample in vederea dezvoltarii unor tehnici

eficiente de sinteza pentru obtinerea de AuNPs de forme si dimensiuni specifice [10].

Dimensiunea
. . Peak-ul
nanoparticulelor sferice SPR [nm]
de aur [nm]
5 515-520
10 515-520
20 524
30 526
40 530
50 535
60 540
80 553
100 572

Tabelul 1.1. Dependenta valorii SPR-ului in functie de dimensiunea nanoparticulelor sferice de
Au [10].

Asa cum se poate observa in Figura 1.3, frecventa (lungimea de unda) a LSPR-ului depinde atét
de dimensiunea si forma particulelor, cat si de proprietdtile dielectrice ale mediului. AuNPs sunt
adesea caracterizate de o culoare rosie deschisa sau violeta (Figura 1.3.A) si de o absorbtie maxima
n intervalul 517 — 575nm pentru particule cu un diametru cuprins intre 9 si 99nm (Figura 1.3.B).
Particulele cu dimensiuni mai mici de 2nm nu genereazi o banda LSPR. Tn timp ce LSPR-ul
AuNPs sferice are o dependenta slaba in functie de dimensiune, LSPR-ul depinde in mare masura
de forma nanoparticulelor. Spre exemplu, AuNPs in forma de bastonase, sau ,,nanorods”, sunt
caracterizate de doud benzi LSPR : o oscilatie transversala cu o rezonanta vizibila care corespunde
cu cea a unei sfere de dimensiune analoga si o oscilatie longitudinala, care prezintd o rezonanta in
domeniul infra-rosu apropiat (eng. Near InfraRed — NIR) si care se deplaseaza catre lungimi de
undd mai mari $i intensitdti mai puternice pe masurd ce raportul aspectului creste (Figura 1.3C)

[11].
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Figura 1.3. Caracteristicile optice ale AUNPs. (A) Imagine a AUNPs de diferite dimensiuni
stabilizate cu PEG [10]. (B) Frecventa LSPR a AuNPs de 9, 22, 48 si 99nm [12]. (C) Lungimea
de unda a benzilor LSPR a nanorodurilor de Au cu diferite rapoarte de aspect [13]. (D) Imagini

de microscopie in camp intunecat ale celulelor stem canceroase umane continand AuNPs

conjugate cu diferiti anticorpi [14].

Pe langa forma sferica des intalnitd, AuNPs au fost, de asemenea, sintetizate intr-o varietate de
alte forme (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Exemple de nanoparticule plasmonice de aur si de nanocompozite hibride [15].

Prin variatia mai multor parametri (concentratia reactantilor, conditiile de reactie si natura

solventilor) si folosind metode variate de sintezd, se pot obtine forme diverse de AuNPs.

[.3. Sinteza AuNPs

11.3.1. Metoda Turkevich

Prima si poate cea mai importantd metoda de sinteza a fost propusd de Turkevich in anul 1951.
Metoda presupune utilizarea agentilor reducatori, cum ar fi citratul de sodiu, pentru prepararea
solutiilor coloidale de aur monodisperse. Aceastd metoda permite sinteza de nanoparticule sferice
cu un diametru cuprins intre 5 si 40nm. Ulerior, aceasta metoda a fost folositd pentru prepararea
nanoparticulelor de argint pentru care, insd, S-au obtinut nanoparticule cu dimensiunea cuprinsa
intre 60 si 200nm. Sinteza se bazeazd pe disolutia acidului cloroauric in apa distilatd pana la
obtinerea unei solutii diluate de concentratic molard 2.5 X 10* M. Dupi ce aceasta este adusi la
fierbere, se adaugd 1mL de solutie de citrat de sodiu de concentratie 0.5% si se mentine o

temperatura constantd de 100°C pani la observarea unei modificiri a culorii. In Figura 1.5 este

11
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reprezentat mecanismul de formare a nanoparticulelor coloidale prin reducere in mediu apos-

organic [16].

s, W A, @
Cpit |7+ -00C.COHCHC00), <2tm | ;'AU-QOOCC(OH“CH‘*COO”F* I~ A
c” el c” Yl

© €
®Q €00 cod? £00Cod
Hueéoe c\,t{(_:éoe
CII:, ‘\0 CII; \0 @ @ 0
v u — '-,A K AuCl +C| + 002 +® @
™o o lorMNa] T (AuCl;] ooc M _coo” g

© ©
JAUC,] — 2Au(s) + [AuCl) + 20P ¢

Figura 1.5. Mecanismul de reducere a aurului. Reactia de schimb a liganzilor (A),
decarboxilarea si reducerea speciilor Au(lll) (B) si disproportionarea speciilor auroase §i
formarea ulterioarad a atomilor de Au (O) (C) [16].

Astfel se formeaza nanoparticulele de aur, pe suprafata carora sunt absorbite diferite specii ionice.
Sarcina negativa a particulelor coloidale este determinata de [AuCls], care formeaza stratul
interior al bistratului electric. Formula chimica a sistemului coloidal este redata in Figura 1.6.

{[AulmIn(AuCly)(n — ) HF |xHF |}~

o d
||

Figura 1.6. Formula chimica a sistemului coloidal. [Au]mw—miezul de metal, m—numarul de
atomi constituenti, n - numarul de ioni AuCls absorbiti, n < m, do grosimea stratului de

absorbtie, d grosimea stratului de difuzie [16].

Un dezavantaj al acestei metode constd in faptul cd anionul citrat se comportd atat ca un
stabilizator, cét si ca agent reducdtor. Acest lucru complicd selectia unui raport optim de citrat
H[AUCl4] si are o influenta considerabila asupra proceselor de nucleatie si crestere a particulelor.
Mai mult decat atat, poate avea loc o absorbtie a produsilor de oxidare pe suprafata particulelor.
Pentru depasirea acestor inconveniente, alte substante chimice au fost folosite cu succes ca si
agenti reducatori in procesul de sinteza a nanoparticulelor: peroxidul de hidrogen, borohidrura de

sodiu sau acidul ascorbic [17].

12



Investigarea interactiunilor nanoparticulelor
Bianca — Maria Lazorec plasmonice de aur cu mediile celulare
folosind microscopie hiperspectrala

1.3.2. Metoda Brust-Schriffrin

Publicata in anul 1994, metoda Brust-Schriffin a permis sinteza facild a nanoparticulelor de aur cu
grad redus de dispersie, stabile din punct de vedere termic si atmosferic, precum si controlul pentru
prima data al dimensiunii (diamentru cuprins intre 1.5 si 5.2nm). Aceste nanoparticule de aur pot
fi redizolvate si izolate in mod repetat fara a avea loc o dispersie sau agregare ireversibild, si pot
fi manipulate si functionalizate cu usurintd cu diferiti compusi organici si moleculari. Metoda
utilizeaza liganzii tiolici care leagd puternic aurul datoritd caracterului moale atat al Au cat sial S,
fiind inspirata de sistemul bifazic al lui Faraday. AuCl} este transferat in toluen folosind bromura

de tetraoctilamoniu ca reactiv de transfer de faza si redus cu NaBHa in prezenta dodecanetiolului
[4].

Faza organicd isi schimbad culoarea de la portocaliu la maro intens in cateva secunde dupa

adaugarea NaBH4 , conform reactiilor de mai jos :
AuCly (aq) + N(CgHi7)s" (CsHsMe) = N(CgHiz)y " AuCly™ (CoHsMe)

mAuCl, (C¢HsMe) + nCy,Hy,s SH(CgHsMe) + 3m e~
- 4mCl~(aq) + [Auy (C1,HysSH) ] (CoHsMe)

Imaginile TEM au indicat obtinerea unor nanoparticule cu diametre cuprinse in intervalul 1-3nm,
un maxim al distributiei dimensiunii particulelor la 2 — 2.5nm si o preponderentd a structurilor
cuboctaedrice si icosaedrice. Raporturile molare tiol:aur ridicate conduc la obtinerea unor
dimensiuni medii mai mici ale miezului, iar addugarea rapida a agentului reducator si scaderea
temperaturii de sintezd au produs particule mai mici, monodisperse. O abundentd mai mare de
dimensiuni mici ale miezului (< 2nm) este obtinuta prin stingerea reactiei imediat dupa reducere
sau prin utilizarea unor liganzi sterici. Brust si colab. au extins aceasta sinteza la AuNPs stabilizate
cu p-mercaptofenol intr-un sistem monofazat, ceea ce a deschis o cale catre sinteza AuNPs
stabilizate cu o varietate de liganzi tiolici functionali. Proportia tiol: AuCls™ utilizata in sinteza
controleaza dimensiunea nanoparticulelor (de exemplu, un raport de 1:6 conduce la un diametru

mediu maxim al miezului de 5.2nm, adica aproximativ 2951 atomi de Au si aproximativ 371

13
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liganzi tiolat; dispersitatea diametrului miezului fiind de ~+ 10%). Murray si colab. au raportat si
studiat schimbarea pozitiei in cazul unei proportii controlate de liganzi tiolici de catre diversi tioli

functionali (Figura 1.7) si reactiile ulterioare ale acestor AuNPs functionale [4].
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Figura 1.7. Sinteza in doud faze a AuNPs prin reducerea HAuCls in prezenta alcantiolilor ca
liganzi stabilizatori si a NaBH4 ca agent reducator. Reactia de schimb pentru AuNPs

functionalizate cu alcanetioli poate fi apoi efectuata cu tioli functionali [18].

Schiffrin a raportat purificarea AuNPs stabilizate cu dodecanetiol de impuritatile de
tetraoctilamoniu prin extractia Soxhlet. Influenta surfactantului anionic Tween 20
[polyoxoethylene (20) sorbitan monolaurate (Tween 20)] asupra modificarii suprafetei AuNPs a
fost studiata cu ajutorul acizilor mercaptoalcanoici. Maturarea digestiva (incalzirea unei suspensii
coloidale in apropierea punctului de fierbere in prezenta alcanetiolilor), a redus semnificativ

dimensiunea medie a particulelor si polidispersitatea intr-un mod convenabil si eficient [4].

[.3.3. Metoda Xia

Xia si colab. au introdus un nou protocol bazat pe inlocuirea galvanica a ionilor de argint prin
reducerea atomilor de aur [15]. Inlocuirea galvanica este un fenomen prin care ionii de metal nobil
(Au, Pt) oxideaza spontan atomii de suprafata ai unui metal mai putin nobil (Ag, Cu) cu reducerea
concomitenta a metalului mai nobil [9]. Aceastd abordare poate produce particule cu o varietate

mare de forme si structuri, de la cuburi de argint pana la ,,custi” (nanocages) de aur.

Diferenta de potential electrochimic dintre doud metale (unul servind drept catod si celdlalt drept
anod) genereazi reactia. In ceea ce priveste sinteza nanocage-urilor de Au, potentialul de reducere
al AuCls/Au este mai pozitiv decat cel al AQCI/Ag . Astfel, nanocuburile de Ag pot servi ca

matrita pentru reactie, fiind oxidate de HAuCls conform urmatoarei reactii :

3Ag(s) + HAuCl4(aq i AU,(S) + 3AgCl(S) + HCl(aq)

)
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Reactia de Inlocuire galvanica se desfasoara ca o titrare, solutia de HAuCls (pentru nanocuburi pe

baza de Au) fiind adaugata in mod controlat peste o suspensie fierbinte de nanocuburi de Ag.

Dupa reactia nanocuburilor de Ag cu colturi ascutite (Figura 1.8.A) cu o cantitate mica de solutie
de H[AuUCls], pe una dintre cele sase fete ale fiecarui cub se observa un orificiu (Figura 1.8.B),
indicand faptul cé reactia este initiata local intr-un punct de energie ridicata (spre exemplu, treapta
de suprafata, defect punctual sau gaurd in stratul superficial) mai degrabda decat pe intreaga
suprafata a cubului. Pe parcursul reactiei, acest orificiu serveste drept anod, unde Ag este oxidat
si electronii sunt indepartati. Electronii eliberati migreaza catre fetele nanocuburilor si sunt
capturati de AuCls, generand atomi de Au care cresc epitaxial pe nanocub. Pe masura ce stratul
de Au se formeaza, orificiul initial serveste ca loc pentru dizolvarea Ag, facilitind conversia
nanocubului Tntr-o nanocutie (nanobox) (Figura 1.8.B, sus). In etapele ulterioare ale reactiei,
orificiul se inchide (Figura 1.8.C), prin procese de difuzie in masa si/sau depunere directd de Au
langa orificiu. Imaginea TEM a unei astfel de probe indica interiorul gol al nanoboxului (inset-ul
din Figura 1.8.C).

Figura 1.8. (A) Imagini SEM ale nanocuburilor de Ag. Inset : difractia electronilor indica faptul
ca sunt monocristale. (B) Imagini SEM ale produsului de reactie dupa adaugarea a 0.30mL de

solutie H[AUCls] 1mM peste o suspensie de nanocuburi de Ag (5mL, 0.8mM); se observa o
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gaura (stanga jos) pe fata expusa la aproximativ I din 6 nanocuburi. Partea superioara:
Imaginea TEM a unei probe microtomizate care indica golirea timpurie. (C) Imagine SEM a
produsului de reactie dupa adaugarea a 0.50mL de solutie de HAuCls. Inset: Imagine TEM a

unei probe microtomizate care indica interiorul gol al nanoboxului. (D) Imagine SEM a

produsului de reactie dupa adaugarea a 2.25mlL de solutie de H[AUCl4]. (E) Rezumat al
modificarilor morfologice. Colorarea indica conversia unui nanocub de Ag intr-un nanobox

Au/Ag, apoi intr-un nanocage predominant de Au [19].

Odata cu adaugarea unei cantitati mai mari de solutic de H[AuCls], se observa fenomenul de
corodare, care conduce la formarea de nanocage-uri de Au/Ag. Aceste structuri poroase sunt
denumite in mod obisnuit ca nanocage-uri de Au (Figura 1.8.D), iar procesul general este
reprezentat in Figura 1.8.E. Transformarea completd intr-o nanostructurd de Au are ca rezultat

fragmentarea cage-ului [19].

[.3.4. Metoda Zhong

Metoda Zhong permite sinteza de nanoparticule sferice de aur, solubile n apa, de aproape orice
diametru din intervalul 10 - 100nm, cu o dispersie de pana la 5%. Reactia are loc in doua etape si
implica sinteza seed-urilor de aur urmatd de un proces de crestere a acestora in solutii apoase
folosind acrilat de sodiu ca agent reducator si de acoperire. In prima etapa, similard cu cea a
metodei Turkevich, precursorii de aur (H[AuCls]) sunt redusi cu acrilat de sodiu la temperatura de
100°C, rezultand astfel seed-uri de aur cu diametrul de 1.5nm. Principalii produsi secundari de
reactie rezultati in urma oxidarii acrilatului de sodiu (reactia Wacker), vor fi acidul piruvic

(CH3COCO:2H) si acidul 3-oxopropanoic (CHOCH2CO2H).

Al doilea pas implica un mecanism de crestere a seed-urilor preparate in prealabil. Cresterea
particulelor de dimensiuni mai mari si monodispersivitate ridicata rezultd din reducerea Au(Ill) de
pe suprafata seed-urilor de Au de catre un amestec de acid acrilic si acrilat de sodiu. Reactia
mentionatd anterior are loc la temperatura camerei (20 £ 0.5 °C) in aproximativ trei zile sub
controlul pH-ului si al temperaturii de reactie. Dispersia dimensiunilor si uniformitatea formei sunt
controlate cu ajutorul fenomenului cunoscut sub denumirea de Ostwald ripening (Figura 1.9), un
mecanism adesea considerat ca fiind responsabil pentru cresterea in dimensiune a particulelor. in
cadrul ripening-ului Ostwald, particulele mai mici se dizolva, iar cristalizarea ulterioara a

particulelor mai mari va declansa cresterea dimensiunilor acestora [16].
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Figura 1.9. llustrare a mecanismului de crestere controlatd a nanoparticulelor de aur. In

imaginea centrald este prezentatd coalescenta particulelor mai mici pe particula mai mare [16].

Considerand AuNPs de forma sferica, o raza initiald a seed-urilor r (cm) si o grosime de crestere
d (cm), pentru a produce particule cu raza totala r + d (cm), echilibrul de masa dintre seed-uri si

concentratia C de AuCl, (mM) este data de relatia :
Nx[EG+d®-2r3|xp=CxVxM (1)

unde N este numarul de nanoparticule de Au din volumul total, p este densitatea aurului (18.9
g/cm®), M este masa moleculard a Au (197 g/mol), C este concentratia precursorului de Au

(mol/L), iar V este volumul total de reactie. Din ecuatia (1) se poate extrage raportul d/r ca fiind :

CxV
N x 13

d 3

- = 1+ 2,49 x (2)

Ecuatia (2) permite controlarea find a raportului molar al reactantilor pentru obtinerea
nanosferelelor de aur monodisperse dorite. Pe scurt, metoda Zhong prezintd patru caracteristici
principale: i) dispersivitate a dimensiunilor foarte mica, ii) viteza ridicatd de producere a unei
cantitdti mari de coloid, iii) reproductibilitate si iv) un bun control al formei sferice a AuNPs. Cu
toate acestea, reactia este de lungd duratd si necesitd prezenta constantd a operatorului pentru

reglarea si controlul precis al temperaturii [16].
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Figura 1.10. a) Imagine obtinuta prin microscopie electronica in transmisie (TEM) a unor
nanosfere de aur sintetizate prin metoda Turkevich. Diametrul mediu al unei sferei este de 20nm,
(scala este de 200nm). B) Imagine TEM a nanosferelor de aur sintetizate prin metoda Brust.
Diametrul mediu al unei sfere este de 10nm (scala este de 50nm). C) Imagine obtinuta prin
microscopie de scanare electronica (SEM) a nanosferelor de aur sintetizate prin metoda Xia.
Diametrul mediu al unei sfere este de 15nm, pe o scala de 200nm. D) Imagine TEM a unor
nanosfere de aur sintetizate prin metoda Zhong. Diametrul mediu al unei sfere este de 30nm
(scala este de 200nm) [16].

|.4. Tehnici de caracterizare a nanoparticulelor

Caracterizarea nanoparticulelor este deosebit de importanta pentru evaluarea proprietdtilor lor.
Caracterizarea AuNPs poate fi efectuata folosind microscopia electronica in transmisie sau prin
scanare (TEM, SEM), spectroscopia de absorbtie UV-Vis, spectroscopia fotoelectronica cu raze X
(XPS), microscopia de fortd atomica (AFM), Imprastierea dinamica a luminii (DLS), difractia de

raze X (XRD) si spectroscopia vibrationald in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR).

Aceste tehnici sunt utilizate pentru determinarea diferitelor proprietati, cum ar fi dimensiunea,
geometria, forma, cristalinitatea si caracteristicile suprafetei. De exemplu, morfologia si
dimensiunea nanoparticulelor pot fi evidentiate prin TEM si SEM. Iniltimea si volumul
particulelor pot fi masurate folosind imagini tridimensionale obtinute prin AFM. Determinarea

dimensiunii particulelor se poate face prin Imprastiere dinamica a luminii (DLS). Cristalinitatea se
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poate studia prin difractie de raze X, in timp ce spectroscopia de absorbtie UV-Vis este utilizata

pentru determinarea valorii rezonantei plasmonice [20].

1.4.1. Spectroscopia de absorbtie UV-vis

Spectroscopia de absorbtie ultraviolet-vizibild (UV-Vis) este o tehnicd fundamentald utilizata
pentru caracterizarea nanoparticulelor, in special a celor de metal nobil, deoarece acestea dau o
coloratie intensa si prezinta maxime de absorbtie datorate oscilatiilor plasmonilor de suprafata.
Aceste nanoparticule poseda un coeficient de extinctie ridicat, iar caracteristicile plasmonilor de
suprafata sunt dependente de dimensiune si forma. Conform legii lui Beer, absorbanta (A) este
data de ecuatia (3) :

A=¢€-c-l 3)

unde € este coeficientul de extinctie, C este concentratia de nanoparticule si | este lungimea

drumului optic. Astfel pot fi obtinute informatii cantitative despre solutia de nanoparticule.

Analiza UV-Vis poate fi efectuata pe nanoparticule metalice dispersate intr-un solvent sau
incorporate intr-o matrice izolatoare. In astfel de cazuri, absorbtia radiatiilor incidente are loc
datorita rezonantei plasmonice de suprafata (SPR) a nanoparticulelor metalice [21]. Trebuie luat
in considerare faptul ca banda SPR este caracteristica nanoparticulelor metalice, nefiind observata

n spectrul omologilor lor macroscopici.

Pozitia benzii de rezonanta a plasmonilor de suprafatd depinde de mai multi factori, cum ar fi
dimensiunea si forma nanoparticulelor, natura agentului de stabilizare, temperatura, gradul de
agregare, prezenta moleculelor adsorbite pe suprafata nanoparticulelor, precum si natura mediului
in care se afld [22]. Banda de rezonanta a plasmonilor de suprafata manifestd o deplasare spre rosu
a pozitiei sale pe masura ce dimensiunea particulelor creste [23]. Culoarea nanoparticulelor de aur
se modifica de la rosu rubiniu la violet si1n cele din urma la albastru odata cu cresterea dimensiunii.
Cand distantele dintre particule devin mai mici decat diametrul lor mediu, particulele formeaza un
agregat, astfel incat rezonanta plasmonica a fiecdrei perechi de particule si absorbanta lor este
deplasatda spre rosu. Dependenta de dimensiune a rezonantei plasmonilor este un fenomen cu

importantd deosebita pentru aplicatiile din domeniul biodetectiei.

1.4.2. Spectroscopie in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR)

FTIR este o tehnicd ce se bazeaza pe vibratiile atomilor dintr-o molecula. Spectrul infrarosu al
unei probe este obtinut prin patrunderea radiatiilor infrarosii in proba si prin determinarea cantitatii

de radiatie incidenta absorbita la o anumita frecventa. Legaturile chimice dintr-0 molecula aflata
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in diferite medii absorb radiatia incidenta la o lungime de unda bine definita. Astfel, spectroscopia
IR presupune colectarea informatiilor legate de absorbtia radiatiei incidente si analizarea acestora
sub forma unui spectru. Tn acest spectru, frecventele radiatiei infrarosii absorbite (peakurile) pot fi
direct corelate cu legaturile chimice existente in molecula investigata. Deoarece fiecare legatura
interatomica poate vibra in mai multe moduri (stretching, bending, etc.), legaturile individuale pot
absorbi la mai multe frecvente IR. Vibratiile de intindere produc peak-uri mai intense decét cele

de Tndoire.

Un avantaj major al spectroscopiei IR este posibiliatea examinarii unei game largi tipuri de probe

(solide, lichide, gaze, pulberi, fibre si filme).

Chimia suprafetei nanoparticulelor poate fi examinata folosind masuratori FTIR. Agentii de
stabilizare sau de acoperire atasati la suprafata nanoparticulelor metalice prezinta un spectru IR
care este diferit de cel al gruparilor libere. Prin urmare, FTIR ofera informatii legate de chimia

suprafetei nanomaterialelor [24].

1.4.3. Difractia de raze X (XRD)

Difractia cu raze X este o tehnica non-distructiva utilizata pentru identificarea structurii cristaline
a nanoparticulelor. Cand razele X interactioneaza cu un cristal, se produce un model de difractie
ca rezultat al interactiunii dintre razele X incidente si structura atomica a solidului. Fiecare solid
cristalin are o structura atomica unica generand un model de difractie de raze X specific. Aceste
modele pot fi folosite ca amprente” pentru identificarea structurii cristaline a probei. Proba sub
forma de pulbere este plasata pe un suport si apoi iradiatd cu raze X de o lungime de unda bine
definita, masurandu-se apoi intensitatea radiatiei reflectate. Aceste date sunt analizate in functie

de unghiul lor de reflexie pentru a calcula distanta interatomica (d), utilizand ecuatia Bragg (4) :
nl = 2dsin@ 4)

Unde n este un numar intreg (1, 2, 3, ...... n), A este lungimea de unda a razelor X, d este distanta
dintre planurile atomice si 0 este unghiul de incidenta al fasciculului de raze X. Spectrul XRD al
nanoparticulelor metalice prezinta peak-uri intense de difractie. Prin compararea standardelor de
referinta cu modelul de difractie obtinut pentru proba analizata este posibild identificarea structurii
cristaline a nanoparticulelor. Analiza XRD ofera de asemenea informatii legate de dimensiunea

cristalitului, folosind ecuatia Debye-Scherrer (5):

d=KA/Bcosb (5)
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unde d este dimensiunea medie a cristalului, K este constanta Scherrer, A este lungimea de unda a

razelor X, P este latimea la jumatatea maximului iar @ este unghiul Bragg [25].

|.4.4. Microscopia electronica

In microscopia electronici in transmisie (TEM), solutiile coloidale contindnd nanoparticule de aur
sunt dispersate pe un substrat relativ transparent pentru electroni (de ex. 0 micro-retea subtire
acoperitd cu carbon), diferenta mare de densitati electronice oferind un bun contrast intre atomii
de metal si liganzii sau polimerii organici. Tehnica TEM de inaltd rezolutie (HRTEM) ofera o
rezolutie de ordinul angstromilor si furnizeaza informatii legate de modul de asamblare al atomilor
de metal si nu neaparat de morfologia globald a particulelor metalice. Folosind microscopia
electronica in transmisie prin scanare (STEM - scanning transmission electron microscopy),
fasciculul de electroni este proiectat pe proba, oferind astefel informatii structurale suplimentare.
Atunci cand tehnica este combinata cu un camp intunecat inelar de unghi inalt (HAADF - high-
angle annular dark field), se pot distinge diferite modele structurale ale nanoparticulelor metalice
de aliaj, mai ales daci metalele componente au numere atomice semnificativ diferite. In
microscopia electronica prin scanare (SEM), imaginea apare in urma emisiei de electroni secundari
care au fost excitati de un fasciculul de electroni. Rezolutia SEM este mai mica decét cea a TEM-
ului, dar SEM-ul este mai eficient atét in imagistica probelor macroscopice, cat si in crearea unei
profunzimi vizuale mai bune. Aceasta proprietate conduce la obtinerea unor imagini 3D mai

fiabile.

In 1977, Horisberger si Rosset au demonstrat ci particulele coloidale de aur au o dimensiune
potrivita care sa le permita utilizarea ca markeri densi de electroni pentru structurile biologice
investigate prin microscopie electronicd in transmisie $i microscopie electronicd prin scanare.
Solutiile coloidale de aur au fost preparate folosind granule de aur marcate cu un monostrat de
macromolecule specifice. Metoda dezvoltatd de ei s-a dovedit a fi simpld si rapida intrucat
granulele de aur au fost marcate cu polizaharide si proteine. Mai mult, metoda este potrivitad si
pentru experimente de marcare dubld deoarece prin intermediul ei se pot genera populatii
omogene de granule de aur de dimensiuni diferite. Aceasta tehnicd este posibild prin localizarea
polizaharidelor si a glicoproteinelor pe peretii celulelor de drojdie si pe membranele eritrocitelor
folosind microscopia electronica in transmisie si pe celulele de drojdie si eritrocite intacte folosind
microscopia electronica prin scanare. In toate cazurile s-a obtinut o rezolutie spatiald buni. Metoda

este potrivita si pentru marcarea sectiunilor subtiri [26].
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.4.5. Tmprastierea dinamicd a luminii

Imprastierea dinamicd a luminii (DLS - Dynamic Light Scattering) este o tehnici ce misoard
intensitatea luminii reflectate de particulele dintr-o solutie coloidala. Intensitatea luminii reflectate
se va modifica pe masurd ce particulele efectueazd o migcare browniana si se vor indeparta de
pozitiile lor initiale. Viteza acestui proces depinde de raza hidrodinamica a particulelor

(presupunand ca particulele sunt sferice) [27].

Masuratorile DLS ofera de obicei doud tipuri de informatii: unele legate de dimensiunea
particulelor, iar altele de potentialul lor zeta (£). in ambele cazuri este analizati lumina imprastiata
a unui laser ca urmare a interactiunii sale cu particulele din solutie. Pentru masurarea dimensiunii
particulelor, lumina imprastiata este colectatd de obicei la un unghi de 13° sau de 173°,
determindndu-se fluctuatiile in intensitate datorate miscarii browniene. Pe masura ce particulele
se miscd, interferenta constructiva si distructivd a luminii imprastiate va genera fluctuatii ale
intensitatii radiatiei Tmprastiate. Prin analiza corelatd in timp a fluctuatiilor de intensitate, este

posibild obtinerea distributiei dimensiunii nanoparticulelor existente in solutia coloidala [16].

Potentialul { este o masurd a sarcinii electrice a nanoparticulelor; el poate fi considerat ca
reprezentand diferenta de potential dintre mediul de dispersie si partea externa a stratului stationar
de fluid complexat in jurul nanoparticulei. Aceasta valoare ofera o indicatie legata de stabilitatea
sistemului coloidal (in mod normal, solutiile coloidale cu valori mai mari de +30 mV respectiv
mai mici de -30 mV sunt considerate stabile). Ea este de obicei dependentd de pH-ul solutiei.
Potentialul { se calculeazd determindnd mobilitatea electroforetica si aplicand apoi ecuatia lui
Henry. Mobilitatea electroforetica se obtine prin efectuarea unui experiment de electroforeza pe o
proba lichida intr-o cuva capilara standard, masurand viteza particulelor folosind metoda laser
Doppler (LDV). in general, un LDV colecteazd lumina imprastiata la 17° si o combind cu
fasciculul de referinta. Acest proces genercaza un semnal fluctuant de intensitate. Rata de
fluctuatie este proportionala cu viteza particulelor si cu valoarea potentialului { ( conform ecuatiei
lui Henry). O modificare a moleculelor aflate pe suprafata metalului influenteaza sarcina totala
si/sau raza hidrodinamica a unei nanoparticule, astfel fiind posibila obtinerea si de informatii legate

de modificarile aparute la suprafata nanoparticulelor [16].

1.4.6. Nanoparticle Tracking Analisys (NTA)

Dezvoltarea recentd a tehnicii de analiza de urmarire a nanoparticulelor (NTA) oferd capacitatea

de a vizualiza si contoriza in mod direct nanoparticulele aflate intr-o suspensie lichida. Datorita

22



Investigarea interactiunilor nanoparticulelor
Bianca — Maria Lazorec plasmonice de aur cu mediile celulare
folosind microscopie hiperspectrala

faptului ca aceasta tehnica poate analiza simultan si individual o populatie de nanoparticule, ea
este ideald pentru analiza 1n timp real a sistemelor polidisperse cu dimensiuni cuprinse intre 10-20
nm si 1-2 microni (in functie de tipul particulelor). Parametrii si masuratorile suplimentare permit
utilizatorilor sd obtind informatii despre concentratia de nanoparticule, potentialul zeta,
intensitatea relativa a luminii imprastiate si, de asemenea, s vizualizeze si sa analizeze particulele

marcate fluorescent [28].

Fiecare particuld este vizualizatad si analizatd separat, iar estimarea dimensiunii particulelor si a
distributiei marimii lor nu este conditionatd de existenta unei distributii medii z ponderate in
functie de intensitate. Capacitatea NTA de a madsura simultan dimensiunea si intensitatea
imprastierii luminii de catre acestea permite analiza amestecurilor eterogene de particule si
estimarea directd a concentratiei de particule. Profilul de distributie a dimensiunii particulelor

astfel obtinut reprezinta o distributie directda numar/frecventa [29].

Particulele din suspensia lichida sunt incdrcate intr-o camerd de proba, care este iluminata de un
fascicul laser. Particulele din calea fasciculului imprastie lumina laser care este colectata de
obiectivul microscopului si este apoi vizualizatd cu o camerd digitald. Camera surprinde un
videoclip cu particulele care se miscd sub actiunea miscarii browniene. Software-ul
echipamentului analizeaza atat individual cat si simultan (particula cu particuld) particulele. Pe

baza ecuatiei Stokes Einstein, aparatul va calcula diametrele hidrodinamice ale acestora [30].

I.4.6. Enhanced Darkfield Hyperspectral Microscopy

Un microscop hiperspectral este unic prin capacitatea sa de a capta date spectrale optice in fiecare
pixel al imaginii specimenului microscopic. Microscopul hiperspectral permite evaluarea spectrala
comparativa, cartografierea spectrald si alte analize ale diferitelor elemente dintr-o proba. Aceste
probe pot include materiale fluorescente, plasmonice sau alte materiale care imprastie lumina cum

ar fi celulele si tesuturile vii [31].

Microscopia in camp Intunecat care permite achizitia de imagini hiperspectrale (HSI -
Hyperspectral Imagery) este o abordare optica noua, cu un mare potential aplicativ in disciplinele
biologice, deoarece ea permite identificarea si determinarea cantitativd a componentelor specifice
din mediul biologic. Microscopia in camp intunecat ia in considerare doar lumina reflectata de la
proba, eliminand astfel zgomotul de fundal. Microscopia in camp intunecat ofera un contrast
ridicat care permite vizualizarea probelor cu contrast redus. Se bazeaza pe iluminarea indirecta a
specimenului si, ca urmare a interactiunii cu proba, colecteazd doar lumina reflectatd sau

imprastiata elastic. Un disc de dimensiuni speciale blocheaza iluminarea astfel incat numai razele
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oblice lovesc proba, permitand astfel vizualizarea distinctd a obiectelor cu indici de refractie
similari cu fundalul. Aceastd ultima caracteristicd este de interes in special pentru examinarea

microscopica a probelor biologice care nu sunt marcate cu substante de contrast [32].

HEDFM ( Hyperspectral-Enhanced Dark Field Microscopy) este o tehnicd cu rezolutie ridicata
care permite evaluarea optica in situ si o caracterizare spectrala a unei game largi de nanomateriale,
deoarece acestea interactioneaza atdt cu matricele biologice, cat si cu cele nonbiologice.
Interactiunea unica dintre lumina si materie genereaza profile caracteristice de lumina Tmprastiata,
care pot servi drept semnaturi spectrale pentru fiecare tinta. [luminarea cAmpului intunecat, bazata
pe un condensator cardioid inelar si o lumind puternic colimata in unghiuri oblice pe proba,
genereazad imagini cu contrast imbundtatit si raport semnal-zgomot de pand la zece ori mai mare
decat optica conventionald de camp intunecat. Sistemul constad dintr-un spectrofotometru vizibil
in infrarosu apropiat (NIR - Near Infrared) atasat la o camerd CCD, conectata la microscop. Figura
1.11 ofera o schema generalizatd a sistemului si a dispozitivului de achizitie de date. Aceasta
tehnologie foloseste iluminarea de la o sursd de lumind cu tungsten-halogen capabild sa
functioneze intr-un interval spectral cuprins intre 400nm si 1000nm, AA < 4.69 nm si o rezolutie
spatiald limitatd de conditia de difractie atingdnd o dimensiune a pixelului de cativa nanometri
(pentru obiectivul 100X). Colectia de imagini impreuna cu software-ul de analiza ofera dovezi ale
existentei nanoparticulelor prin colectarea tuturor datelor spectrale in infrarosu apropiat din fiecare
pixel al zonei scanate, stocand semnaturile spectrale unice ale elementelor selectate si permitand
astfel formarea unei baze de date. In cele din urma, semniturile spectrale din baza de date a
bibliotecii pot fi urmdrite pe probele recent scanate, permitand astfel identificarea de inalta precizie

a elementului [32].
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Figura 1.11. Diagrama generalizata a sistemului HEDFM. Ilustrare schematica a configuratiei
experimentale bazata pe optica campului intunecat cuplata cu spectrograf (stanga), si pe
achizitia cubului de date hiperspectrale pentru analiza (dreapta). Fiecare pixel din campul

vizual ofera informatii spectrale complete in fereastra optica, de la 400nm pdna la 1000nm [32].

25



Investigarea interactiunilor nanoparticulelor
Bianca — Maria Lazorec plasmonice de aur cu mediile celulare
folosind microscopie hiperspectrala

Il. Materiale si metode

Il.1. Prepararea AuNPs

Sinteza nanoparticulelor de aur s-a realizat folosind metoda Turkevich . Astfel, intr-un borcan
Duran rezistent la presiune s-au dizolvat 1.4g PEG 1000 si 1.5mL NaOH 1% intr-un volum de
48mL de apa ultrapura (Figura 2.1). Dupa omogenizarea solutiei, S-au adaugat 550uL. H[AuCly]

de concentratie 128mM.

Figura 2.1. A —borcan Duran rezistent la presiune, B — solutie H[AuCl4] 128 mM, C — PEG
1000, D — solutie NaOH 1%, E — apa ultrapura.

La scurt timp, amestecul rezultat a fost introdus ntr-un cuptor cu microunde (Biowave Pro +,
750W, PELCO ®) la temperatura de 50°C, timp de doua minute (Figura 2.2). Dupa aproximativ
90 de secunde, solutia transparentd a cdpatat o culoare rosu rubiniu, ceea ce indica sinteza cu

succes a coloidului de aur [33].

Figura 2.2. Sinteza nanoparticulelor de aur cu ajutorul cuptorului cu microunde.
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In vederea obtinerii unui volum total de 100mL de solutie coloidald, procesul descris mai sus s-a

efectuat de doua ori (Figura 2.3).

Figura 2.3. Solutia de nanoparticule de aur obtinuta.

1.2. Filtrarea in flux tangential (TFF — Tangential Flow Filtration)

Filtrarea in flux tangential s-a realizat in vederea elimindrii impuritatilor si a produsilor

nereactionati, precum si pentru concentrarea solutiei coloidale de nanoparticule de aur.

Cei 100mL de solutie au fost trecuti printr-un filtru de 10kD cu membrana de celuloza, obtinandu-
se astfel o solutie concentratd de 10 ori. Ciclul de filtrare s-a repetat de inca doua ori prin adaugarea

a cate 90mL de apa la fiecare ciclu.

Figura 2.4. Filtrarea in flux tangential la Figura 2.5. Solutia AuPEG 1000
viteza de 80 de rotatii/secunda. Permeatul rezultatd in urma filtrarii.
a fost colectat intr-un pahar Berzelius.
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11.3. Caracterizarea AuNPs

AuNPs obtinute au fost caracterizate morfologic in vederea determinarii formei si dimensiunii. Au
fost evaluate si potentialul de suprafata respectiv proprietatile optice cu ajutorul urmatoarelor
metode :

1. Spectrofotometrie UV-Vis ;

2. TEM (Microscopie electronicd in transmisie (TEM)) ;

3. NTA (Nanoparticle Tracking Analisys (NTA)).

[1.3.1 Spectrofotometrie UV-vis

Materiale
e Consumabile: cuvete de quartz pentru masurarea fluorescentei (Hellma), pipete de 100 si
1000uL (Eppendorf), varfuri de 100 si 1000uL (Eppendorf);
e Echipament: spectrofotometru Duetta (HORIBA Scientific, Kyoto, Japonia).

Metode

In vederea determinarii spectrului de absorbtie al AuNPs, ca proba control s-a folosit un volum de
3500uL apa ultrapurd, iar pentru masurarea probei s-au folosit 20uL. de AuNPs diluate in acelasi
volum de apa ultrapura. Pentru inregistrarea absorbantei s-a utilizat spectrofotometrul Duetta

(HORIBA Scientific, Kyoto, Japonia).

[1.3.2. Microscopie electronica in transmisie

Materiale

e Consumabile: griduri TEM tip B mesh 400, pipeta de 10uL (Eppendorf), varfuri de 10uL

(Eppendorf);
e Echipament: microscop electronic in transmisie Hitachi HT 7000 ( Hitachi Ltd. Tokyo,
Japonia).
Metode

Pentru examinarea TEM, s-au pipetat picaturi de SuL de solutie coloidald continaind AuNPs pe
griduri de cupru invelite cu un strat subtire de carbon cu mesh de 400. Dupa 15 minute, excesul de

apa a fost indepartat folosind hartie de filtru, iar proba a fost lasata sa se usuce la temperatura
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camerei. Imaginile au fost achizitionate folosind un microscop electronic in transmisie Hitachi HT
7000 ( Hitachi Ltd. Tokyo, Japonia), 100kV, echipat cu o camerd CCD de 8 megapixeli de inalta

rezolutie.

11.3.3. Nanoparticle Tracking Analysis

Materiale
e Consumabile: tuburi conice de 50mL (Nerbe), pipetd de 10uL (Eppendorf), varfuri de 10
uL (Eppendorf);
e Reactivi: nanoparticule latex standard pentru ZetaView® NTA (Particle Metrix, DE);
e Echipament: sistem ZetaView® NTA (Particle Metrix, DE).

Metode
Evaluarea concentratiei, dimensiunii si a potentialului zeta al AuNPs s-a realizat cu ajutorul
Nanoparticle Tracking Analisys (ZetaView® NTA, Particle Metrix, DE). Proba de nanoparticule

s-a obtinut prin diluarea solutiei de nanoparticule cu un factor de 50000 1n apa ultrapura.

1.4. Experimentele in vitro pe culturi celulare

Materiale

e Linii celulare : LX2, SK-HEP-1 (ATCC) ;

e Medii de cultura si suplimente: DMEM HG (Dulbecco's Modified Eagle Medium High
Glucose), MEM (Minimum Essential Media), FBS (ser fetal bovin), glutamina (Gibco,
ThermoFisherScientific);

e Reactivi: PBS (Tampon fosfat salin), PFA (paraformaldehidd) (ThermoFisherScientific),
DMSO (dimetilsulfoxid) (Sigma) ;

e Consumabile: placi de 96 de godeuri (Eppendorf), chamberslide — placi 8 godeuri (Ibidi),
pipetd multicanal : 20 — 200pL, pipetd 1000uL (Eppendorf), varfuri cu filtru 200uL, 1000
pL (Eppendorf);

e Echipamente: cititor de microplaci (Tecan Spark 10m, Agilent), microscop hiperspectral
Cytoviva Hyperspectral Imaging System.

Metode
Studiile experimentale in vitro s-au realizat pe doua linii celulare: o linie normald (sdnatoasa) -

LX2 — celule hepatice stelate, respectiv o linie tumorala — SK-HEP-1 — celule epiteliale de
adenocarcinom hepatic.
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Pentru linia celulara LX2 s-a utilizat mediul de cultura DMEM cu o concentratie crescuta de
glucoza (DMEM HG), 10% FBS suplimentat cu 1% glutamina. Pentru linia celulard SK-HEP-1 s-
a utilizat mediul de culturda MEM si 10% FBS. Ambele linii celulare au fost pastrate in conditii de

37°C si in atmosfera de CO; in incubator.

[1.4.1. Evaluarea efectului AuNPs asupra viabilitatii celulare

Ambele linii celulare au fost insdmantate in placi de 96 de godeuri, cu 10 000 celule/godeu, Tn
volum de 200uL. Celulele au fost incubate la 37°C peste noapte, iar ziua urmatoare s-au adaugat
tratamentele. AuNPs au fost diluate cu mediul de cultura specific fiecarei linii celulare, in godeuri
adiugandu-se AuNPs in concentratii de la 3.9 x 10° — 10 NP/mL (Figura 2.6). Testele de
viabilitate s-au efectuat la trei timpi: 24h, 48h si 72h.

Figura 2.6. Tratamentul cu AuNPs. De la dreapta la stanga - concentratii crescinde de AuNPs.

[1.4.1.1. Protocol test de viabilitate celulara

Mediul de cultura a fost indepartat, iar peste celule s-au adaugat 200pL MTT Img/mL urmand o
etapa de incubare timp de 3h la 37°C. Dupa 3h solutia MTT ( 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) s-a indepartat si s-au adaugat 100uL DMSO. Placile au fost
acoperite cu folie de aluminiu si apoi incubate cu agitare pentru 5 minute la 37°C. In continuare s-
a masurat absorbanta la 570nm cu ajutorul cititorului de microplaci (Tecan Spark 10m, Agilent).
Rezultatele se prelucreazi cu softul GraphPad Prism 6. In figura 2.7 sunt reprezentate etapele

protocolului MTT.
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Figura 2.7.Prezentare schematica a protocolului test MTT [34].

I1.4.2. Monitorizarea internalizarii AuUNPs prin microscopie hiperspectrala si in camp
fntunecat

Pregatirea probelor

In plicile de 8 godeuri s-au insimantat cate 10 000 celule/godeu, iar in urmitoarea zi s-au adaugat
AuNPs la urmitoarele concentratii : 3.9 x 10%, 3.9 x 10°, 3.9 x 107 NPs/godeu pentru primul set
de probe (Figura 2.8), respectiv 3.9 x 10°, 15 x 10°, 62.5 x 10° NPs/godeu pentru al doilea set de
probe.

Figura 2.8. Pregatirea unei probe. (A) Solutiile diluate de AuNPs. (B) Pldacile de 8 godeuri - Sus,
linia LX2 ; jos, linia SK-HEP-1.
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Dupa 48h celulele au fost fixate chimic cu paraformaldehida de concentratie 4%. S-a Indepartat
mediul de cultura, s-au realizat 3 spalari cu PBS1X, dupa care s-au adaugat 100uL PFA, iar
celulele s-au lasat la incubat timp de 15 minute la temperatura camerei. PFA in exces s-a indepartat
prin 3 spalari succesive cu PBS la finalul timpului de incubare. Ulterior, s-au indepartat inserturile
de silicon si peste proba s-a montat o lamela folosind o solutie de glicerol. Proba astfel pregétita a

fost analizata imagistic la microscopul hiperspectral Cytoviva Hyperspectral Imaging System.
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lll. Rezultate si discutii

[11.1. Rolul NaOH in sinteza AuNPs

Tnainte de introducerea amestecului reactant in cuptorul cu microunde, s-a observat ci nuanta
galben pal a solutiei diluate de acid tetracloroauric (III) a devenit instantaneu incolora dupa
adaugarea solutiei de NaOH. Conform unor studii anterioare [35-37], aceasta este o dovada a
faptului cd a avut loc o reactie de schimb de liganzi, reactie care implica ionul tetracloroaurat (I1I).
Pe scurt, unul sau mai multi ioni de clorurd din complexul tetracloroaurat au fost inlocuiti de ionii

de hidroxid conform reactiei:
[AuCl,] + nOH™ - [AuCl,_,,(OH), ] + nCl~

([36]), conducand la o scadere a intensitatii fenomenului de tranzitie a transferului de sarcina
ligand la metal respectiv la pierderea culorii galbene a complexului, fapt observat si in spectrele
de absorbtie [35-37]. Avand in vedere faptul ca derivatii hidroxi-aur(IIl) au potentiale de reducere
mai mari comparativ cu ionii de tetracloroaurat(l11) [38] si ca excesul de ioni de hidroxid ar putea
favoriza deprotonarea mai multor intermediari de reactie cu o schimbare consecutiva a echilibrului
chimic catre formarea produsilor de oxidare, se poate concluziona faptul ca mediul de reactie
alcalina induce oxidarea moleculei PEG 1000 relativ stabila. Ca o dovada suplimentara a acestei
concluzii, s-a observat ca sinteza PEG-AuNPs poate avea loc numai dupa adaugarea de NaOH in

amestecul de reactie. Mai mult decét atat, in absenta PEG, reducerea H [AuCl4] nu are loc [33].

[11.2. Masuratorile UV-vis

Spectrul de absorbtie UV-Vis al AuNPs coloidale preparate prezinta o banda de absorbtie ingusta
si bine definitd, avand maximul de absorbtie in jurul valorii de 525nm, ceea ce indica o distributie
ingustd a dimensiunii si formei AUNPS imediat dupa sinteza (Figura 3.1). Valoarea maximului de
absorbtie a rezonantei plasmonilor de suprafata (SPR) este specifica AUNPS sferice fiind generata
de interactiunea dintre lumina incidenta si electronii de conductie ai nanoparticulei metalice sferice

[39].

33



Investigarea interactiunilor nanoparticulelor
plasmonice de aur cu mediile celulare
folosind microscopie hiperspectrala

Bianca — Maria Lazorec

0,25

0,20

k=]
—
w1

Absorbanta
e
=

0,05

0,00

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
Lungimea de unda [nm]

Figura 3.1. Spectrul de absorbtie al AuPEG1000.

111.3. Masuratorile TEM

Imaginile TEM ale coloidului indica prezenta unor nanoparticule de aur sferice bine definite
(Figura 3.2 A), confirmand faptul ca metoda de sinteza utilizata poate genera intr-o perioada foarte
scurtd de timp nanoparticule sferice de aur acoperite cu o peliculd uniforma de molecule de
PEG1000 avand o grosime de 3 - 4nm (Figura 3.2 B). Analiza statistica reflecta o distributic a
dimensiunilor AuNPs situata in jurul valorii medii de 20nm (Figura 3.3).

PEG1000

—| f—

Figura 3.2.(A) Imagine TEM a coloidului de aur. (B) Imagine TEM a unei nanoparticule de aur

individuale.
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Figura 3.3. Distributia dimensiunilor nanoparticulelor de aur obtinutd din analiza statistica a

imaginilor TEM.

l1l.4. Nanoparticle Tracking Analysis

Masuratorile NTA au indicat un diametru hidrodinamic al AuNPs de circa 53 nm in proportie de
69,3% si unul de 102,4nm in proportie de 30,6%. Diferentele fatd de masuratorile TEM sunt date
de prezenta unui invelis molecular pe suprafata exterioard a PEG-AuNPs, slab vizibil, dar totusi
detectabil in imaginea TEM a unei nanoparticule individuale (Figura 3.2 (B)). Prezenta unui
invelis de suprafata a fost confirmata si de masuratorile potentialului zeta. Rezultatele obtinute au

indicat un potential zeta negativ cu o valoare medie de -20,4 mV.

Diametru [nm] | Procent [%]
53.1 69.3
102.4 30.6

Tabelul 3.1. Distributia diametrului PEG-AUNPS (conform Anexei 1).

Potential Zeta [mV] | Procent [%]
-20.4 46.4
-13.9 19.7
-7.5 14.4
0.5 12
-37.3 7.5

Tabelul 3.2. Potentialul Zeta al PEG-AUNPS (conform Anexei 2).
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111.5. Analiza efectului AuNPs asupra viabilitatii celulare cu ajutorul testului MTT

Testul MTT s-a realizat cu scopul de a monitoriza citotoxicitatea, viabilitatea si rata de proliferare
a celulelor pe durata expunerii la tratamentul cu AuNPs. Acest test este frecvent utilizat pentru a
caracteriza activitatea metabolica a celulelor in diferite conditii. Din punct de vedere chimic, testul
reflecta capacitatea oxireductazelor NAD (P) — H dependente de a reduce MTT la formazan, un

compus insolubil de culoare violet (Figura 3.3).

MTT Formazan
galben -

LO Dehidrogenaza J
mitocondriala

-
N @O
-

-

Celule in cultura Masurarea absorbantei

Figura 3.4. Mecanismul testului MTT [34].

Rezultatele testelor MTT Ila cei trei timpi sunt prezentate in figurile 3.5 — 3.7. Graficele indica o
usoard scadere a viabilitatii celulelor din ambele linii pe masura cresterii timpului de expunere la
tratamentul cu AuNPs. Desi diferentele observate intre evolutia in timp a viabilitatii liniei LX2 si
cea a liniei SK-HEP-1 nu sunt majore, ele reflectd o rezistentd mai mare la tratament a celulelor

tumorale fata de celulele sdnatoase.
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Figura 3.5. Viabilitatea celulara la 24h.
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Figura 3.6. Viabilitatea celulara la 48h.
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Figura 3.7. Viabilitatea celulara la 72h.

[1l.6.Evaluarea internalizarii AuNPs prin microscopie hiperspectrala si Tn camp
intunecat

Mediile celulare prezinta o variatie a compozitiei chimice datoratd structurilor celulare diferite.
Figura 3.8 ilustreaza comportamentul AuNPs in mediul extracelular, iar figurile 3.9 si 3.10 pe cel
in mediul intracelular. Profilul spectral al celulelor difera in mod apreciabil fatd de cel al

nanoparticulelor, permitand astfel diferentierea optica si spectrala intre cele doua.
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Figura 3.8. (4) Imagine hiperspectrala a AuNPs in mediu extracelular. (B) Profilul spectral al

unei nanoparticule selectate aleator.

Profilul spectral al AuNPs in mediul extracelular al liniei LX2 indica o banda cu maximul situat
la valoarea de 682nm (Figura 3.8B), in timp ce spectrul celulei prezinta o banda larga peste
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domeniul vis-NIR (Figura 3.9B). Raspunsurile optice ale AuNPs in diferite regiuni ale celulei sunt
influentate de localizarea acestora in urma internalizarii. Astfel, se pot observa deplasari spectrale
ale benzii de maxim la valorile de 660nm (Figura 3.9C) si 613nm (Figura 3.9D) fata de valoarea

maxima de 682nm a particulelor din mediul extracelular.

Nu s-au observat diferente substantiale in profilul spectral al AuNPs din linia celulara SK-HEP-1
fatd de linia LX2.
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Figura 3.9. Comportamentul spectral al AuNPs in mediul intracelular al liniei LX2. (A) Imagine
hiperspectrala a celulelor expuse la tratament cu AuNPs. (B) Semndtura spectrala a membranei
nucleare. (C) - (D) Raspunsuri spectrale diferite ale AuNPs in mediul intracelular. Imaginile

hiperspectrale au fost achizitionate cu sistemul CytoViva si procesate cu software-ul ENVI 4.8.
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Figura 3.10. Comportamentul spectral al AuNPs ih mediul intracelular al liniei SK-HEP-1. (A)
Imagine hiperspectrala a celulelor expuse la tratament cu AuNPs. (B) Semndatura spectrala a

membranei nucleare. (C) - (D) Raspunsuri spectrale diferite ale AuNPs in mediul intracelular.
Imaginile hiperspectrale au fost achizitionate cu sistemul CytoViva si procesate cu software-ul

ENVI 4.8.

Analiza imagisticd prin microscopie in cadmp Intunecat a pus in evidentd diferentele privind
internalizarea AuNPs in cele doud linii celulare. Imaginile aratd ca la tratamente de aceeasi
concentratie de nanoparticule, linia LX2 prezintd o internalizare usor ridicata fata de linia SK-
HEP-1 (Figura 3.11). Acest fapt este confirmat si de rezultatele testului de viabilitate MTT :

celulele tumorale sunt mai viabile la tratament datorita internalizarii scazute a AuNPs.
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SK-HEP-1

3.9 x 10°
NPs/godeu

3.9 x 107
NPs/godeu

15 x 10°
NPs/godeu

Figura 3.11. Internalizarea celulara a AuNPs la concentratii crescdinde ale tratamentului. (A) -
(C) linia normala, (D) - (E) linia tumorala.
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IV. Aplicatii

Tn ultimii ani s-a constatat un progres extraordinar in dezvoltarea si caracterizarea nanostructurilor
de metal nobil in vederea utilizarii lor in diverse aplicatii biomedicale. Nanoparticulele plasmonice
de aur in particular prezinta proprietati deosebite cum ar fi : fotostabilitatea, solubilitatea in apa,
biocompatibilitatea in vitro si in vivo [40] si capacitatea de conjugare a medicamentelor si a
liganzilor de tintire (targetare) pe suprafata lor [41]. Aceste proprietati permit utilizarea AuNPs pe
scara largd in aplicatii biochimice si biomedicale, printre care se numara detectarea de analiti
chimici si biologici, transportul (livrarea) si eliberarea controlatd de medicamente si material
genetic in zone specifice [42], imagistica celulelor si a tesuturilor respectiv tratamentul cancerului
[40].

AuNPs pot fi sintetizate in forme diverse folosind diferite concentratii de surfactant care
directioneaza cresterea (growth-directing surfactant). Aceste nanoparticule prezinta spectre de
absorbtie UV-Vis variate, astfel incat cea mai mica diferentd de forma poate conduce la schimbarea
culorii in solutie apoasa. Datorita proprietatilor specifice ale aurului, este posibila formarea de
legaturi stabile cu gruparile tiol prin interactiunea metal moale-ligand moale in prezenta altor
grupari functionale. Astfel, functionalizarea AUNPS cu diferite specii moleculare se poate realiza

cu usurintd in vederea utilizarii lor pentru numeroase aplicatii biomedicale [43].

Functionalizarea permite sinteza de AuNPs cu functii diverse pentru diagnosticarea si terapia
diferitelor boli si/sau pentru livrarea materialului genetic in celule. Polietilenglicolul este invelisul
cel mai adesea folosit pentru functionalizarea suprafetei nanoparticulelor de aur cu scopul a
imbundtati stabilitatea lor in vivo si pentru a evita eliminarea lor de catre sistemul endotelial
reticular [42]. AuNPs PEGilate interactioneaza diferit cu celulele comparativ cu AuNPs simple
datorita prezentei lanturilor polimerice pe suprafata lor care conduc la aparitia unei sarcini de
suprafatd diferita. S-a demonstrat faptul ca stratul de PEG reduce adsorbtia proteinelor serice, si
are si un impact asupra compozitiei coroanei proteice a nanoparticulei, ceea ce influenteaza locul
in care aceasta este transportatd in interiorul celulei. In comparatie cu AuNP-urile simple, s-a
demonstrat ca AuNP-urile PEGilate prezinta o absorbtie celulard scazutd si modele distincte de

distributie si aglomerare intracelulara [44].

Sinteza de AuNPs se poate face astfel incat acestea sa poata absorbi lumina in domeniul infrarosu
apropiat (700 - 1100nm, NIR). Astfel AUNPs poseda capacitatea de a converti energia luminoasa

in caldura, ceea ce permite utilizarea lor ca si agenti fototermici in aplicatii de hipertermie.
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Hipertermia induce moartea celulelor prin cresterea temperaturii in zone specifice prin iradierea
cu radiatie laser, de microunde, de radiofrecventa sau ultrasunete focalizate. Recent, au existat
incercari de implementare a hipertermiei mediate de AuNPs 1n terapia noninvaziva a cancerului.
Cand AuNPs sunt iradiate, energia termica este generata datoritd excitarii si relaxarii electronilor,
iar caldura degajatd induce moartea celulelor prin apoptoza. Posibilele tinte pentru acest tip de
abordare sunt tumorile localizate in apropierea pielii care pot fi tratate cu un laser din domeniul
infrarosu apropiat (NIR), intrucat NIR poate patrunde pana la 10cm in tesuturile moi respectiv

4cm in tesuturile dure [43].

Proprietatile de imprastiere a luminii pe care AUNPS le poseda permit utilizarea lor ca si agent
(substanta) de contrast pentru mai multe tehnici imagistice cum ar fi imagistica cu raze X, cea prin
rezonantd magnetica sau imagistica fotoacustica [43]. S-a demonstrat faptul ca AuNP a céror
diametre sunt cuprinse in intervalul 3-50 nm poseda o capacitate mai mare de contrast CT si o
perturbare (disruption) radioactiva superioara iar aceste proprietati le fac atractive pentru aplicatii
de radioterapie [41]. Tn cazul nanoparticulelor cu dimensiuni de ~13 nm cresterea contrastului a

fost mai mare decéat in cazul celorlalte dimensiuni.
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Concluzii

Acest studiu a pus in evidenta posibilitatea sintezei facile de AuNPs cu biocompatibilitate ridicata
folosind moleculele de PEG ca si agent reducator si stabilizator. Rezultatele testului MTT au
indicat o scadere foarte mica a viabilitatii celulare in urma tratamentelor cu AuNPs. Acest rezultat
ne permite sa afirmam ca nanoparticulele de aur sintetizate conform metodei propuse poseda o
citotoxicitate redusd. Imagistica prin microscopie hiperspectrald si in camp intunecat a permis
evaluarea diferentelor legate de modul de internalizare a AuNPs in cazul a doua linii celulare care
au fost expuse la tratament. Mai mult decat atat, microscopia hiperspectrala s-a dovedit a fi o
tehnicd excelentd care sd permita evaluarea zonei celulare in care nanoparticulele au fost

internalizate pe baza analizei modificarilor profilului spectral al nanoparticulelor.
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.o.....‘ Electrophoresis & Brownian Motion
- Video Analysis

*PARTI CE‘”LE“ .r\:l ETRIX Laser Scattering Microscopy
g WWWw.pa cle-metrix.de

Operator (Report): ZetaView

Video Operator: ZetaView

Sample Parameters

Sample Name: AUPEG1000

Comment: Au20nm 1:5000, Sample Remarks0: Test control
Sample Remarks1:

Sample Remarks2:

Electrolyte:

Temperature: 24,15 °C sensed

pH 7,0 entered

Conductivity: 19,28 uS/cm sensed

Measurement Parameters
Cell S/N: ZNTA

Measurement Mode: Size Distribution 15 Cycles\nSL Positions\n

Result (sizes in nm)

Number  Concentration Volume
Median (X50) 574 574 7286
Span 1151 1151 179,6
Concentration: 4 1E+7 Particles / mL

50000
2, 1E+12 Particles / mL

Dilution Factor:
Original Concentration:

Quality
Average Counted Particles per Frame: 96
Number of Traced Particles: 85

Analysis Parameters
Max Area: 250, Min Area: 10, Min Brightness: 20

9 260-]
240
8-
220~
7 200~
@ 6 o 1807
2 W 160+
£ 57 g 140~
g; 4 E. 120
E 2 100
- -zl K
3 > g0
2- 60
40
A | 1 r -
0-f T T 0 { 0- : e _—
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Diameter / nm Diameter / nm y
Peak Analysis (Number Absolute)
Diameter / nm Number Absolute FWHM / nm Percentage
53,1 8,1 242 69,3
102,4 2,8 44,0 30,6
X Values
Number Concentration Volume
X10 38,1 38,1 285,3
X50 57,4 57,4 728,6
X90 1277 127,7 7117
Span 1,6 1,6 0,7 Comitisiit
Mean 93,3 93,3 695,3
StdDev 115,1 1151 179,6

(Signature)

Analyzed Video: E:\\Masuratori NTA\20221022022120220317_0002_AuPEG1000_size.avi

ZetaVIEW S/N 17-328, Software ZetaView 8.04.02, Camera 0,743 pm/px

Experiment: 2022-03-17 12:45, Report: 2022-03-17 12:52 ||
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i www.particle-metrix.de

PARTICLEMETRIX

Electrophoresis & Brownian Motion
Video Analysis
Laser Scattering Microscopy

Operator (Report): ZetaView

Video Operator: ZetaView

Sample Parameters

Sample Name: AUPEG1000ZETA

Comment: Au20nm 1:5000, Sample Remarks0: Test control
Sample Remarks1:

Sample Remarks2:

Electrolyte:

Temperature: 24,71 °C sensed

pH 7,0 entered

Conductivity: 15,01 pS/cm sensed

Measurement Parameters

Cell S/N: ZNTA

Sensed Electric Field: 3,04 V/cm (continuous)
Measurement Mode: Stationary 10 Cycles

Result

Mobility: -1,41 FWHM 0,28 pm/sec/V/em, @ 25°C: -1,42 ym/sec/V/cm
ZP Factor: 12,9 (Smoluchowski)

Zeta Potential @ 25 °C: -18,19 FWHM 10,13 mV

Concentration: 4, 4E+7 Particles / mL

Dilution Factor: 50000

Original Concentration: 2,2E+12 Particles / mL

Quality

Average Counted Particles per Frame: 102
Number of Traced Particles: 48

ASL: 75,26 mV

Analysis Parameters
Max Area: 250, Min Area: 10, Min Brightness: 20
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6| 6|
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Zeta Potential / mv Zeta Potential / mV
Stationary Layers Rel. Position
SL1 0,149
SL2 0,851
Peak Analysis (25 °C)
Zeta Potential / mV Frequency FWHM / mV Percentage
-20,4 4.6 3,6 46,4
-13,9 3,2 3,1 19,7
-7,5 1.7 51 14,4
0,5 14 3,4 12,0
-37,3 1,0 10,4 75

Comment

(Signature)

ZetaVIEW S/N 17-328, Software ZetaView 8.04.02, Camera 0,743 pm/px

Analyzed Video: E:\Masuratori NTA\20221022022120220317_0003_AuPEG1000ZETA_SL.avi

Experiment: 2022-03-17 12:54, Report: 2022-03-17 13:03
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