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Abstract

The medical field is in a constant evolution process, marked by the development of new
methods and techniques. In recent years, researchers have been exploring nanotechnology in
biomedical applications, especially for therapy and diagnostics. This work is also based on the
study in the field of nanotechnology, as it involves the synthesis, characterization, and
functionalization of spherical gold nanoparticles. To begin with, | successfully obtained the
colloidal gold nanoparticles by two different methods of synthesis, i.e., the well-known Turkevich
method, in which they are reduced and stabilized by sodium citrate, and yet another more complex
one, in which they are stabilized by cetrimonium chloride (CTAC) surfactant. The reason for using
these syntheses is to obtain spherical gold nanoparticles with different covering surface areas. The
method in which the nanoparticles are synthesized by CTAC brings the possibility to modulate the
plasmonic resonance between 524 nm and 600 nm and implicitly their diameter. The
characterization of the nanoparticles was performed both optically by UV-Vis-NIR extinction
spectroscopy, Dynamic Light Scattering (DLS) and zeta potential measurements, and

morphologically by Transmission Electron Microscopy (TEM).

Once | had successfully synthesized the spherical gold nanoparticles, | followed a
functionalization protocol to attach different biological agents, i.e, avastin drug, bovine serum
albumin (BSA) and poly A, to their surfaces. Avastin was chosen because of its properties. It is
used as a cancer treatment and also to treat diabetic rethropathy. The purpose of functionalising
AuUNPs with avastin was for targeted delivery of the drug. BSA was used because it has structures
similar to body proteins. The purpose of functionalization was to achieve biocompatibility. Poly
A is part of the DNA strand and due to its properties, | used AuNPS conjugated to poly A for
further use in biodetection applications. This is followed by an optical analysis of the spectra
obtained for the free-state functionalizing agent, the non-functionalized AuNPs and the
functionalized AuNPs. The recorded red shift of the plasmonic band after the Au surface grafting
in tandem with the increase of the hydrodynamic diameter and the charge of the electrical surface,
confirm the success of the functionalization protocol employed and, implicitly, the possibility of

the further translation of these new hybrid bionanosystems in future medical applications.
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Introducere

Tn ultimii ani, nanoparticulele de aur (AuNPs) au fost subiectul principal al mai multor
directii de cercetare, avand un rol esential in progresul stiintific, oferind numeroase avantaje
datorita proprietatilor lor unice, atat optice cat si morfologice. Acestea sunt ideale pentru detectie
analitica si bioimagisticd. Nanoparticulele (NPs) au o lunga istorie in utilizarea in aplicatii
terapeutice deoarece nu prezintd toxicitate. Capacitatea de a modifica forma si dimensiunea
permite utilizarea lor in aplicatii de terapie si In diagnosticul cancerului. Versatilitatea chimica a
suprafetei, permite functionalizarea AuNPs cu diversi agenti biomoleculari avand o gama larga de
scopuri diferite, de la livrarea de medicamente, la agenti de contrast, biosenzoristica si

biocompatibilitate.

Concret, in lucrarea de fata dezvoltatd in cadrul Institutul de Cercetari Interdisciplinare in
Bio-Nano-Stiintd mi-am propus sa sintetizez AuNPs prin doud metode, prima fiind metoda
Turkevich, in care AuNPs sunt stabilizate cu citrat de sodiu, iar a doua, si optimizatd de cétre mine,
in care acestea sunt stabilizate de surfactantul clorura de cetrimoniu (CTAC). AuNPs detin o
multitudine de proprietati unice ce pot fi exploatate in cercetare. Eu m-am folosit de posibilitate
de functionalizare, pentru a putea atasa diversi bioagenti pe suprafata AuNPs cu scopul final al

utilizarii lor 1n aplicatii biomedicale.

Astfel, primul pas a fost acela de a sintetiza intr-o maniera reproductibila AUNPS, prima
datd prin metoda Turkevich, o metoda simpld si cunoscuta, si prin stabilizare de CTAC. Dupa
sintetizarea cu succes si caracterizarea riguroasa a acestora, urmatorul pas a fost acela de a le

functionaliza suprafata cu medicamentul avastin, proteina BSA si aptamerul poly A.

Lucrarea este compusa din trei capitole. Primul capitol incepe cu o prezentare a istorie
domeniul nanostiintei si a nanotehnologiei. Acesta oferd de asemenea informatii generale despre
AuNPs, proprietdtile lor, evidentiind importanta formei si a dimensiunii acestora, deoarece
influenteaza proprietitile lor fizice si chimice. In plus, este scoasi in evidentd implicarea lor in

dezvoltarea aplicatiilor biomedicale, focalizandu-ne pe proprietatea de fi functionalizate.

Tn capitolul al doilea am descris cele doua protocoale de sintezi urmate pentru obtinerea
AuNPs, precum si protocolul de functionalizare a acestora. Am prezentat de asemenea si tehnicile
de caracterizare optica: spectroscopia de extinctie UV-Vis-NIR, imprastierea dinamica a luminii

(eng. Dynamic Light Scattering - DLS) si masurdtori de potential zeta, iar pentru analiza
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morfologica am utilizat microscopia electronica in transmisie (eng. Transmission Electron

Microscopy - TEM).

Al treilea capitol constd in prezentarea rezultatelor experimentale obtinute. Am
caracterizat pentru inceput AuNPs obtinute prin cele doud metode de sintetizare si apoi am

continuat cu analiza diferentelor care apar la nivel spectral in urma functionalizarii.

In ultima parte a lucrarii sunt prezentate concluziile finale din urma rezultatelor obtinute,

precum si perspective de viitor ale lucrarii.
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Capitolul I: Introducere in nanostiinta si a nanotehnologie

I.1 Istoria nanostiintei si nanotehnologie

Manipularea si controlul la scara nanometrica a interactiunii luminii cu substanta reprezinta 0
provocare continua a cercetatorilor in domeniul nanostiintelor si nanotehnologiilor. Fenomenele
optice bine cunoscute la scara macroscopica sunt departe de a fi pe deplin intelese si mai ales
exploatate si implementate tehnologic la scara nanometrica. De fapt, nanoclusteri, nanoparticule,
etc. prezinta proprietati fizico-chimice de natura electrica, magnetica, optica, catalitica, diferite
sau complet noi Tn comparatie cu structurile macroscopice. Noile proprietati ale acestora sunt
determinate n principal de efecte cuantice de dimensiune, efecte de suprafata, grad de organizare,

interactiune, functionalizare chimica sau biologica.

Tn acest context, nanostiinta si nanotehnologia sunt utilizate in diferite domenii, cum ar fi
fizica, chimie, biologie si informatica. Nanotehnologia se ocupa cu formarea si studiul particulelor
de dimensiuni foarte mici. Are diverse aplicatii in medicind, 1n diagnostic si tratament, iar prin
exploatarea proprietatilor unice ale materialelor la scara nanometrica, acesta ofera solutii inovative

atat pentru provocarile tehnologice cat si pentru cele medicale.

Dezvoltarea unor noi metode de sinteza, au dus la posibilitatea de a crea noi structuri inovative
la scara nano. Radacinile istorice ale prefixului ,,nano” provin din greaca veche si inseamnd
,»pitic”. Nanostiinta are la bazd cercetarea particulelor cu dimensiuni cuprinse intre 1-100 nm.

Asupra acestora avem un control precis datorita proprietatilor fizice si chimice [1].

Nanostiinta si nanotehnologia au fost intr-un proces continuu de dezvoltare inca din perioada
dacica, iar in prezent fac parte din cele mai promititoare tehnologii, avand capacitatea de a
transforma n aplicatii practice materialul teoretic. Rolul nanotehnologiei constd in analizarea
lucrurilor foarte mici astfel incat s se poata profita de proprietatile noi, unice, si functiile datorate

scarii nanometrice [2].

In timpul Imperiului Roman, s-au produs si utilizat obiecte ce implica structuri nanometrice.
Cupa Lycurgus din colectia Muzeului Britanic (Figura 1.1), este un exemplu remarcabil al
nanotehnologiei in lumea antica. Aceasta reprezinta una dintre cele mai vechi exemplare
cunoscute, de sticla dicroma, si prezintd doua culori diferite in functie de cum este iluminata.
Analiza acestei cupe cu ajutorul microscopiei electronice de transmisie (TEM) a ardtat ca
fenomenul este posibil datoritd prezentei In structura sticlei a nanoparticulelor de argint-aur cu

diametru de 50-100 nm [2].



Rusu Catalina Ioana Nanoparticule de aur

Sinteza, caracterizare si functionalizare

Figura 1.1 Cupa Lycurgus. Sticla este verde cand lumina este reflectatd (A) si rosie cand lumina

este transmisa (B) [2]

Un fenomen similar este si in cazul vitraliilor bisericilor, unde putem observa diferite
culori, datorita prezentei nanoparticulelor de aur si argint in sticla (Figura 1.2) [2].
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Figura 1.2 Vitraliu in componenta caruia se regasesc NPs plasmonice (A) dimensiunea si forma

NPs plasmonice din componenta sticlei (B) [2]

1.2 Nanoparticulele de aur

De-a lungul anilor, nanoparticulele precum cele magnetice (de oxid de fier), de aur sau argint

au fost continuu utilizate si modificate cu succes pentru a fi implementate ca nanoagenti n
diagnostic si terapie [3].

Dar, de un interes particular se bucura nanoparticulele de metale nobile, Tn special cele de aur.

Acestea sunt biocomaptibile sau pot fi usor biocompatibilizate prin diferite legaturi chimice
9
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specifice (de exemplu tiol sau amine). Mai mult, acestea interactioneaza specific cu lumina, iar
lumina este cel mai non-invaziv semnal de biodetectie. Tn acest context, coloizii de aur sunt
preferati Thaintea altor tipuri de nanoparticule datorita faptului ca sunt lipsiti de toxicitate (adica
sunt biocompatibili) si pot forma complecsi activi cu numeroase biomolecule /substrate biologice,

avand asadar aplicabilitate directa in aplicatii medicale.

In cercetarea biomedicald se folosesc in special nanoparticule plasmonice, datorita
proprietatilor lor unice, precum dimensiunea la scara nanometrica controlabila, stabilitatea la
temperaturi ridicate, suprafata chimica versatila, eficienta interactiunii cu celulele, etc. De
asemenea, proprietatile lor optice sunt remarcabile, acestea fiind utilizate in tehnici de imagistica

avansate [4].

Nanoparticulele anorganice, fatd de cele organice, permit o tunabilitate a caracteristicilor
optoelectronice prin manipularea formei si a dimensiunilor particulelor, ceea ce le face adecvate

pentru o gama variata de aplicatii de interes [5].

In ceea ce priveste AuNPs, detin proprietiti optice extraordinare, stabilitate chimica
remarcabila precum si posibilitatea de a le functionaliza cu succes. Gradul de toxicitate le-a
consacrat ca fiind un prototip ideal pentru investigatia unui spectru extins de fenomene [6]. Tn
biomedicind, acestea sunt utilizate pentru livrarea tintitd a medicamentelor si transferul precis al

materialului genetic [4].

1.2.1 Metode de sinteza ale Nanoparticulelor de aur
AuNPs sunt importante datorita istoricului lor lung in aplicatii terapeutice. Pentru sinteza

acestora au fost dezvoltate o serie de tehnici diferite de sinteze biologice, fizice si chimice [7].

Numeroase cercetdri au fost realizate pentru ca, prin intermediul diferitelor metode de sinteza
dezvoltate, sd se poata manipula si controla atat dimensiunea acestora, cat si forma; sa creasca
stabilitatea si sa existe posibilitatea functionalizarii suprafetei cu molecule relevante. O metoda
accesibila si performanta pentru obtinerea AuNPS este sinteza chimica controlata. Coloizii de aur
sunt usor de preparat, lipsiti de toxicitate (adica biocompatibili) si pot forma diferiti complecsi
activi cu numeroase biomolecule de interes si substraturi biologice relevante. n functie de agentul
chimic folosit Tn reducerea sau stabilizarea acestora, dimensiunea si forma nanoparticulei poate

variade la1 nm la 100 nm.

10
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Cu acest scop, fata de sinteza clasica de AuNPs sferice, au fost facute progrese semnificative
in sinteza NPs de forme diferite, precum nanobastonase, nanocuburi, nanocelule, nanoprisme,

nanotriunghiuri si nanohexagoane (Figura 1.3) [8].

Figura 1.3 Imagini de microscopie electronica de baleiaj ale unor AuNPs de diferite forme [8]

1.2.2 Proprietatile Nanoparticulelor de aur

AuNPs au proprietati fizice si chimice unice, care sunt direct influentate de marimea si
forma lor. In cazul proprietitile fizice, in functie de dimensiune si forma, diferi culoarea,
densitatea, punctul de topire, rezistenta mecanica si conductivitatea. Reactivitatea chimica a
AUNPs este crescuta datoritd atomilor de la suprafata, in special colturi si margini care au un numar

redus de coordonare [8].

Lungimea de unda la care are loc raspunsul plasmonic este direct corelatd cu dimensiunea
si forma nanopartculelor. Solutiile coloidale pot avea o gama de culori variatd, de la maro si
portocaliu, la rosu, violet si albastru, in functie de marimea nanoparticulelor sau starea de agregare

(Figura 1.4) [9].

11
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Increasing particle size _

>

Figura 1.4 Imagini digitale si imagini TEM reprezentative, achizitionate asupra AuNPs de
diferite forme si dimensiuni. Dimensiunea si forma AuNPs este in corelare directd cu culoarea

coloidala a acestora [9]

Proprietatile optice ale AuNPs le fac utile ca biomarker in diverse aplicatii precum
detectarea si imagistica [8]. De exemplu, s-au utilizat AuNPs functionalizate cu epitopi antigenici

scurti pentru detectarea anticorpilor IgG impotriva SARS-CoV-2 in plasma pacientilor [10].

1.2.3 Rezonanta plasmonica localizata de suprafata

AuNPs sunt utilizate frecvent in domeniul senzorilor de rezonanta plasmonica localizata
de suprafata (eng. Localized Surface Plasmon Resonance - LSPR). Acestea sunt recunoscute
pentru caracteristicile lor excelente precum sensibilitatea suprafetei [11].

Fenomenul LSPR pentru AuNPs se manifesta atunci cand lumina aplicata induce oscilatii
ale electronilor de pe suprafata, determinand astfel o amplificare a campului electromagnetic. Daca

frecventa radiatiei electromagnetice este aceiasi ca frecventa de rezonantd a NPs, invelisul electric

12
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oscileaza cu o amplitudine maxima. Propriu-zis aceasta oscilatie este cunoscuta sub denumirea de

LSPR [12] (Schema I.1).

In plus, caracteristicile bazate pe fenomenul LSPR ale AuNPs sunt influentate semnificativ
de configuratia nanostructurilor lor [13]. Posibilitatea de a modifica forma, dimensiunea si
compozitia acestor NPs, aduce 1n consecintd schimbdri la nivelul proprietatilor optice, ceea ce
duce la imbunatatiri ale sectiunilor transversale de absorbtie si dispersie [9].

light Electric flcld_ -

{
|

Electron cloud

Schema 1.1 Reprezentare schematica a fenomenului LSPR [8]

1.3 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur

suprafetei acestora [14]. Folosirea AuNPs in radioterapie si terapia fototermica, spre exemplu, a
creat deschiderea catre o noud metoda de diagnostic si terapie a cancerului. Pe suprafata NPs prin
legaturi, se pot functionaliza grupari chimice sau molecule biologice, precum medicamente sau
receptori, facandu-le astfel un suport bun pentru livrarea tintitd a medicamentelor. Astfel,
proprietdtile unice precum bicompatibilitatea, citotoxicitatea redusd si proprietatile optice la fac
valoroase in domeniul biomedical, incluzand biosenzoristica, bioimagistica, terapia cancerului si

livrarea de medicamente [15].

Figura 1.5 prezinta o strategie de directionare a NPs catre celule, folosind diferiti liganzi
modificati pe suprafatd. Liganzii sunt molecule care se pot atasa de alte molecule sau receptori in
celule si au un rol important in transmiterea semnalelor celulare si in directionarea NPs catre locuri
tintite In organism. Unele proteine blocheaza moleculele de legatura de pe suprafata NPs, dar prin

functionalizare, proteinele functionalizate pot ghida NPs spre celula tintita [16].

13
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Figura 1.5 Strategie de directionare a NP catre celule, utilizand liganzi modificati la

suprafata [16]

1.3.1 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur cu medicamente

Biofunctionalizarea suprafetei AuNPs este importantd in domeniul cercetarii actuale, si

poate fi modificata cu o varietate de biomolecule, cum ar fi anticorpi, peptide, medicamente si

ADN. Modificéarile la nivelul structural se pot face prin interactiuni covalente, care sunt cele mai

stabile, sau non-covalente, pentru a oferi reproductibilitate si stabilitate. Tipul de legatura

influenteaza eliberarea medicamentelor prin stabilitatea si controlul pe care il ofera. Interactiunile

non-covalente sunt mai simple si rapide de realizat, dar mai putin stabile, ceea ce poate duce la o

eliberare necontrolatd si eficientd redusa. Interactiunile covalente ofera o legare mai solidd si

stabild, asigurand o eliberare controlata si specifica a medicamentului la tinta dorita, desi necesita

un efort mai mare de pregatire [17].

Tn Schema 1.2 este o reprezentare a AuNPs functionalizate cu medicament si felul in care

reactioneaza la nivelul celulei. Pe masura ce valoarea pH-ului din interior devine acida,

medicamentul este eliberat din AuNPs si ajunge in citoplasma [18].

14
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Schema 1.2 Reprezentarea activitatii AuNPs la nivelul celulei. Liganzii sau anticorpii
specifici tumorilor de pe nanoparticule se leagd de receptorii de la suprafata celulei, ceea ce face

ca nanoparticulele sa fie absorbite de celula prin intermediul endozomilor [18]

De asemenea, AuNPs au capacitatea de a transporta unul sau mai multi agenti biologici de
interes, prezentat ilustrativ in Schema 1.3. Aceste NPs vor fi in cele din urma capabile sa detecteze
celulele maligne, sa vizualizeze locatia lor in corp (imagistica in vivo in timp real), sd distruga
celulele canceroase fard efecte secundare, protejand celulele normale (sistem de tintire activa si

eliberare controlatd a medicamentului) si sd monitorizeze efectul tratamentului in timp real [18].

‘ Drug A
0 Drug B

. Imaging probe

Targting
moiety A

Y Targting
moiety B

Schema 1.3 AuNPs functionalizata cu doua tipuri de medicamente. Este ilustrata 1)
capacitatea de a transporta unul sau mai multi agenti; ii) tintirea biomoleculara prin unul sau mai
multi anticorpi conjugati sau alti agenti de recunoastere; iii) amplificarea semnalului de

imagistica [18]

15
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Livrarea de medicamente, pe baza AuNPs, se incearca a fi imbunatatita prin prelungirea
timpului lor in circulatie si cresterea captarii celulare. Proprietatile AuNPs precum marimea, forma

si Incdrcarea suprafetei, influenteaza functia de livrare [19].

Studiile au ardtat ca AuNPs au o suprafata activa care permite atagarea mai eficienta a
medicamentelor, comparativ cu nanoparticulele in forma de bastonase [20]. In ceea ce priveste
incarcarea electrica de la suprafata, AuNPs incarcate pozitiv au capabilitatea sd penetreze mai usor

bariera celulara, fatd de cele incarcate negativ, deoarece, in general, celulele sunt incarcate negativ

[21].

Normal tissue Tumor tissue g
B . R o G
- - - - - - - - - - Nanoparticle
(S A’ 0 ’ (& ’ s #w Endothelial cells
i NP O © o NP &» o Normal cell
o™ , - o
S84 o #® ' Tumor cell
s s b .
8 Protein A
- - - o e = - i C -
. e ¢ _— a et s .' © Protein B
. . L . N . Protein C
.- . . . y Protein D
.' . . @ Protein E
2 s Extracellular
matrix (ECM)
Flexible ECM Stiffer ECM
Nonmalcen m
Factors that influence protein corona formation

Protein size pH Protein concentrallcn Temperature lonic strength Flow

Figura 1.6 llustrarea factorilor biologici care afecteaza evolutia. NPs Tn functie de calea
de administrare si de starea generald a organismului, interactioneaza cu diferite tipuri de proteine
de dimensiuni si concentratii diferite. Variatiile parametrilor de mediu, cum ar fi pH-ul,

temperatura afecteaza structura coroanei pe masura ce NPS circula in vivo [22]

Eliberarea medicamentului in tesut este influentatd de pH si temperatura [23] (Figura 1.6).
In tratarea cancerului, AuNPs pot fi functionalizate cu molecule specifice pentru a imbunitati
livrarea lor tintitd in tesuturi canceroase. Tratamentele conventionale, precum chirurgia,
chimioterapia si radioterapia, din cauza toxicitatii, prezinta efecte secundare negative, motiv

pentru care se Incearca dezvoltarea tratamentelor ce implicd AuNPs, datorita riscurilor reduse. Se

16
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exploreaza astfel noi metode de livrare a medicamentelor, pe baza AuNPs conjugate cu antibiotice

sau alte medicamente, pentru a Tmbunatati eficienta [24].

Unul dintre medicamentele cu care AuNPs pot fi functionalizate este Bevacizumabul
(avastin). Bevacizumabul este un medicament ce face parte din tratamentul impotriva cancerului
de mai bine de 15 ani. Initial a fost utilizat in tratarea cancerului colorectal metastatic, dar acum

are functii si in alte tipuri de cancer [25]. Structura sa este reprezentata in Schema 1.4.

Schema 1.4 Reprezentare schematica a structurii avastin

Cancerul colorectal este una dintre cele mai periculoase forme de cancer, iar tratamentul
pentru acesta este intr-o continua dezvoltare si testare. Tratamentul standard implica
chimioterapia, dar aceasta metoda poate avea efecte secundare severe, si mai mult decét atat, poate
afecta si tesuturile sdnatoase. Medicamentul avastin, o forma de anticorp, este inclus in tratament,
alaturi de chimioterapie, dar vine cu limitarile sale, una dintre ele fiind faptul ca doar un procent
mic din doza administratd ajunge la tumora. De asemenea, acest tip de tratament necesita
administrari multiple, rezultand doze mari si o terapie costisitoare. Incorporarea medicamentelor
pe suprafata NPs imbundtiteste proprietdtile farmaceutice ale medicamentului, cum ar fi
stabilitatea, solubilitatea, timpul de circulatia si acumularea in tumora. Nanotehnologia ofera
posibilitatea de a imbunatati livrarea medicamentelor, In cazul nostru avastinul, avand ca tinta
exactd celulele canceroase, astfel producand o crestere a eficacitatii, reducerea toxicitatii si

totodata se minimizeaza efectele adverse [26].

1.3.2 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur cu proteine
Dezvoltarea metodologiei de bioconjugare a AuNPs cu proteine este foarte importanta,

datorita aplicatiilor in domeniul biomedical si biotehnologic, cum ar fi in livrarea de medicamente
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si biosenzori [27]. Albumina serica bovina (BSA) si glucoza pot fi atasate pe suprafata AuNPs,
pentru a imbundtati legarea la receptori specifici ai tesuturilor [19]. Exista diferite metode prin
care se poate realiza functionalizarea, trei dintre acestea fiind prin absorbtie, prin interactiuni
electrostatice sau prin legare covalentd prin intermediul grupurilor. Conjugarea la nivelul

suprafetei aduce cu sine schimbari ale activitatii nanoparticulei [27].

AUNPs pot fi introduse 1n corpul uman prin diferite metode, inhalare, administrare orala,
injectie intravenoasa si expunere dermica. Odata de AuNPs patrund in corp, intrd in contact cu

diverse molecule biologice, proteine, lipide, polizaharide si acizi nucleici [28].

NPs mici interactioneaza cu proteinele intr-un mod reversibil, fard a forma o coroand
durabild. Acest lucru sugereazd cd interactiunile dintre NPs si celule pot varia in functie de
dimensiunea diametrului. In cazul NPs de dimensiuni mari, adsorbtia proteinelor este ireversibila
si duce la schimbarea identitatii biologice. Pentru NPs de dimensiuni foarte mici, procesul de
adsorbtie a proteinelor este reversibil, ceea ce poate influenta modul in care membrana celulara

interactioneaza cu NPs (Schema 1.5) [29].

® + g by —

Proteins
Schema 1.5 Interactiunea NPs de diferite dimensiuni cu proteine [29]

BSA este o proteina derivatd din serul sanguin al vacilor. In cercetarile biochimice si
medicale, ea este utilizata datoritd stabilitdtii sale, este folositd frecvent in diverse teste
imunologice, serveste ca referintd ajutand compararea cu alte proteine, amplifica permeabilitatea

membraneli, si actioneaza ca un strat protector la congelarea/decongelarea celulelor si proteinelor.
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Scopul functionalizarii AuNPs cu proteina BSA, care are o structurd asemandtoare cu
proteinele din corpul uman, este de a obtine biocompatibilitate in momentul introducerii acestora

in organismul omului. Structura BSA este prezentata in Schema 1.6.

Schema 1.6 Reprezentare schematica a structurii BSA

O varietate de biomolecule, in special proteinele, au fost utilizata in cercetare 1n ultimii
ani, datoritd proprietatilor sale de a stabiliza suprafata AuNPs. Functionalizarea AuNPs cu BSA
este realizata pentru a avea biocompatibilitate, alte scopuri fiind administrarea de medicamente

tintita, bioimagine si diagnostic [30].

1.3.3 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur cu aptameri

In domeniul medical existd o multitudine de metode de detectie ce se bazeaza pe: i)
interactiunea antigen-anticorp ex. ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); ii)
utilizarea aptamerilor (se leaga selectiv de tinte specifice); 1i1) metode electrochimice (detectarea
semnalelor generate de interactiuni intre biomolecule si electrozi); iv) nanotehnologie (AuUNPS

amplifica semnalele de detectie).

O directie de dezvoltare a acestui domeniu este functionalizarea AuNPs cu aptamerul poly
A. Adenina (A) este una dintre cele patru baze azotate ce alcdtuiesc nucleotidele ADN—ului si
ARN-ului. Este formata din 20 de aminoacizi, capetele lantului de poly A sunt numerotate cu 3’
si 57, iar in cazul nostru la capatul 5 lantul de poly A a fost modificat cu o grupare de tiol (-SH)

ce faciliteaza prinderea de suprafata AuNPs (Schema 1.7).
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Schema 1.7 Reprezentare schematica a lantul poly A

Functionalizarea AuNPs cu poly A reprezintd o alternativd promitdtoare ale metodelor
traditionale care se bazeazd pe anticorpi. Aceastd metodd vine si cu o serie de avantaje
semnificative, precum gama largd de detectie si administrarea unei concentratii scazute pentru
identificarea anumitor afectiuni . Se poate utiliza eficient in diagnosticul precoce al unor probleme

medicale sau monitorizarea anumitor boli [31].

De exemplu, aceasta conjugare se poate folosi in detectia trombinei. Au fost identificate
semnale electrochimice cu concentratia de trombina intr-un interval de la 0.1 pm la 10 nm si limita

de detectie obtinuta a fost de 35 fm, demonstrand astfel avand o sensibilitate ridicata [32].

Datorita utilizarii AuNPs, care pot fi usor observate si masurate, aceastd metoda reprezinta
o modalitate rapidd de a evalua prezenta trombinei in probe biologice. Astfel, poate fi

implementata eficient in laboratoarele de diagnostic sau in ingrijirea medicald a pacientilor [31].

1.4 Aplicatiile Nanoparticulelor de aur

AuNPs sunt utilizate ntr-o varietate de aplicatii biomedicale. In domeniul terapiei
cancerului, datorita proprietatilor optice si terapeutice, dau rezultate in tratamente si diagnostic.
Cele mai multe tehnici de diagnostic si terapie se bazeaza pe acumularea tintita a NPs la nivelul
tumorii. Acumularea pasiva poate fi imbunatatita prin functionalizarea chimicd si de asemenea

directionata prin conjugarea NPs cu anticorpi, proteine sau biomarkeri specifici [8].

Biocompatibilitatea si posibilitatea de a fi functionalizate, sunt avantaje ale AuNPs, ceea
ce faciliteaza utilizarea acestora ca senzori [7]. De exemplu, pentru a detecta cancerul pulmonar,
s-au folosit AuNPs functionalizate cu sonde ADN monocatenare specifice biomarkerului
hnRNPB. hnRNPB1 face parte din familia de proteine ribonucleoproteice nucleare heterogene
(hnRNP), care sunt proteine ce se leaga de ARN. Acest biomarker este utilizat datorita capacitatii
sale de a identifica modificarile specifice asociate cu cancerul pulmonar, adica prezenta celulelor

canceroase. Fiecare set de AuNPs conjugate era complementar la un capat al biomarkerului
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hnRNPBI1, adica au fost proiectate sa se lege specific de capetele opuse ale secventei, iar sondele

erau concentrate pe tinta [33].

AuNPs pot fi folosite si ca markeri biologici pentru detectia unor boli precum diabetul sau
insuficienta renala [7]. Tn literatura de specialitate s-a urmarit posibilitatea utilizarii AuNPs pentru
detectarea hemoglobinei glizolizate (HbA1c), care este importanta Tn monitorizarea concentratiei
de glucoza plasmatica intr-un interval de 3 luni. AuNPs au fost masurate prin doud metode si s-a
demonstrat eficienta in masurarea HbAlc atat la pacientii cu diabet, cat si la persoanele fara

probleme [34].

Cu ajutorul imagisticii prin fluorescenta in vivo, se poate detecta insuficienta renala intr-
un mod non invaziv. Acest lucru este posibil datorita faptului cd AuNPs emit semnal in infrarosu
si sunt eliminate renal. Rezultatele au fost obtinute in urma experimentarii pe un model de soarece
cu nefropatie obstructiva unilaterala, care nu poate fi diagnosticata cu markerii de functie renala

obisnuiti [35].

De asemenea, pot avea rol in livrarea precisa a medicamentelor precum si la monitorizarea
livrarii acestora. De exemplu, AuNPs se pot folosi in livrarea tintitd a medicamentelor pentru

chimioterapie, pentru a trata cancerul hematologic [36] sau pentru livrarea antibioticelor [37].

Datorita proprietatilor optice si a fenomenului LSPR, AuNPs au devenit parte importanta
a domeniului biomedical. Tn Schema 1.8 sunt ilustrate schematic proprietiti importante pe care
AUNPs le detin, de exemplu tunabilitatea in diferite forme si dimensiuni, apoi functionalizarea la
suprafatd cu o varietate de agenti inclusiv medicamente sau proteine, precum si agenti de contrast
fluorescenti. De asemenea, biocompatibilitatea este foarte importantd deoarece deschide

posibilitatea testarilor pe soricei.
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Schema 1.8 Reprezentarea schematica a proprietatilor AuNPs, tunabilitatea in diferite
forme si dimensiuni (A) functionalizarea cu o varietate de agenti (B) functionalizarea cu agenti

de contrast fluorescenti (C) biocompatibilitatea (D) Imagine modificata, preluata din [7]

Pe langd beneficiile aduse medicinei, AuNPs pot fi folosite inclusiv intr-0 varietate de
ramuri agricole, si pot servi ca un ajutor in cresterea speciilor de plante pe cale de disparitie. S-a
demonstrat ca datoritd includerii AuNPs 1n germinare semintelor, duce la alungirea nodului si

cresterea vegetativa a plantelor [7].

NPs conjugate cu proteinele care activeaza sistemul imunitar, pot modula sistemul imunitar
si cataliza dezvoltarea de noi terapii. Analiza proteomica a coronelor proteice ale diferitelor NPs
ofera o oportunitate unica pentru a identifica noi modele biomoleculare cu capacitate de detectare
a bolilor. Eco-corona se formeaza atunci cand NPSs intra in medii ecologice, rezultand 0 adsorbtia
spontand a proteinelor din surse ecologice. Reprezentarea schematica a proceselor enumerate este

ilustrata in Schema 1.9 [38].
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dezvoltarea de noi terapii (stdnga); ii) analiza proteica a coronelor proteice, permite identificarea

de noi modele biomoleculare care pot detecta boli (centru); iii) formarea eco-coronelor,

nanoparticulele intra in medii ecologice si adsorb proteine din aceste medii (dreapta) [38]

Utilizarea AuNPs prezinta avantaje semnificative, datoritd proprietatilor sale, si capacitatii

de a fi functionalizate pentru a-si imbunatati performantele.
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Capitolul II: Sectiune experimentala

I1.1 Materiale

Pentru realizarea experimentald a lucrarii am folosit urméatoarele materialele: clorura de
cetrimoniu (CTAC) — 25% 1n apa, clorura de aur (III) trihidrat (HAUCls), bromura de cetrimoniu
(CTAB), acid ascorbic (AA), borohidrura de sodiu (NaBHa), procurate de la Sigma Aldrich
(USA). citrat de sodiu procurat de la Sigma Aldrich (Japonia). Pentru functionalizarea NPs am
folosit avastin 25 mg/mL de la Roche, albumina serica bovina (BSA) — 7.5% in apa, de la Sigma
Aldrich (Germania) si poly A de la Eurogentec (Belgia).

Apa ultrapura (H20 up) a fost obtinutd cu ajutorul sistemului de purificare Milli-Q

(Millipore, Merck, Massachusetts, USA) si a fost utilizata pentru solutiile apoase.

11.2 Metode

I1.2.1 Sinteza de Nanoparticule de aur prin metoda Turkevich

Pentru prima metodi de sinteza am utilizat 100 mL HAuCls (10 M) care a fost introdus
intr-un pahar Erlenmayer in care se afla un magnet. Paharul a fost plasat pe un agitator termic
pentru a fi incilzit, a fost marcat paharul la volumul initial, iar deasupra lui am pus un capac. in
momentul in care proba a inceput sa fiarba, am adaugat 10 mL de citrat de sodiu (38.8 mM) iar
amestecul a fost mentinut la fiert pentru inca 15 minute. Pe parcursul acestei perioade, culoarea
initiald galbuie s-a transformat treptat in negru. Am oprit incalzirea, dar agitarea a continuat pentru
alte 15 minute, culoarea solutiei devenind visinie. Amestecul s-a lasat la racit si ulterior am
completat cu apa ultrapurd pana la atingerea volumul initial. Protocolul sintezei este ilustrat in

Schema I1.1.

¢ H20 up

Citrat de sodiu

o @@ @
R 3 3 & AuNPs cu citrat

15 min 15 min de sodiu

Schema 11.1 Schema ce ilustreaza protocolul sintezei prin metoda Turkevich
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I1.2.2 Sinteza de Nanoparticule stabilizata de surfactantul CTAC
A doua metoda de sinteza este formata din 3 pasi succesivi, spre deosebire de prima care

se realizeaza doar intr-un singur pas.

Primul pas al sintezei AuNPs de CTAC implica formarea clusterilor de aur. Clusterii sunt
NPs cu dimensiuni ntre 2-5 nm. Tntr-un recipient de sticli am pus 1 mL CTAB (200 mM) si 1 mL
HAuCl4 (0.5 mM), peste care am adaugat imediat 120 L. NaBH4 (10 mM). In aceasta etapa, am
observat vizual o modificare a culorii solutiei de clusteri, din galben in maro. Ulterior, am plasat
recipientul ntr-un thermoshaker setat la 300 RPM pentru 2 minute. Mai departe, acesta a fost

introdus in etuva pentru o durata de 3 ore, la temperatura de 27°C.

Pasul doi implica sinteza germenilor de crestere. In acest proces, intr-un recipient de sticla
am pus 4 mL CTAC (200 mM) la care am adaugat 3mL acid ascorbic (100 mM), 100 uL clusteri
si 4 mL HAuCls (0.5 mM). Sinteza de germeni am lasat-0 la incubat timp de 15 minute la 27°C,
iar apoi a urmat o procedurd de spalare prin centrifugare la 14500 RPM pentru 30 minute.

Supernatantul rezultat a fost eliminat, iar germenii de crestere redispersati in CTAC 20 mM.

Tn continuare, intr-un recipient de sticla am introdus 10 mL CTAC (100 mM) si 650 pL
acid ascorbic (10 mM) peste care am adaugat cantitatea doritd de germeni de crestere obtinuta
anterior. In cadrul acestei lucrari am folosit diverse volume de germeni de crestere care au variat
intre 50 pL si 1.5 mL, cu scopul de a tuna raspunsul LSPR si pentru a modifica dimensiunea
AuNPs finale. Cu ajutorul unei seringi am adaugat HAuCls (0.5 mM), la o rata de 10 mL/h. In
final, recipientul I-am plasat pentru 10 minute la temperatura de 27°C in etuva. Ca rezultat final,
am obtinut sfere de AuNPs, culoarea probei variazi in functie de dimensiunea acestora. in functie
de cantitatea de germeni de cresteri adaugata, culoarea substantei se va modifica din roz deschis,

in mov si mov-albastrui. Protocolul sintezei este prezentat in Schema 11.2.
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Schema 11.2 Schema ce ilustreaza protocolul sintezei de AuNPs stabilizate de CTAC

I1.2.3 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur

Am functionalizat atat AuNPs obtinute prin metoda Turkevich, precum si prin metoda

stabilizarii de CTAC.

Pentru functionalizare am Selectat 3 molecule de interes si anume: i) medicamentul avastin

(1 mg/mL), ii) proteina BSA (7.5% in api) si iii) aptamerul poly A_SH cu 20 de baze (10* M).

Intr-un eppendorf am pus 500 pL AuNPs, la care am adaugat 100 puL avastin/BSA/poly

A, pentru a obtine trei functionalizari diferite. Probele au fost plasate intr-un thermoshaker la 1000

RPM timp de 2 ore la temperatura 21°C, apoi in centrifuga pentru 20 de minute la 12000 RPM, cu

scopul de a facilita legarea electrostatica a moleculelor de interes de AuNPs. Dupa finalizarea

procesului, supernatantul a fost indepartat si am adaugat 600 pL H20 up. Protocolul

functionalizarii AuNPs este ilustrat in Schema 11.3.
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Avastin/BSA/polyA

W AuNPs

AuNPs functionalizate

2h 1000 RPM 10 min 8000 RPM
Schema 11.3 Schema ce ilustreaza protocol de functionalizare a moleculelor de interes de

suprafata AuNPs

I1.3 Caracterizarea optica si morfologica

I1.3.1 Masuratori de absorbtie UV-Vis-NIR
Aparatul utilizat pentru efectuarea masuratorilor de absorbtie este spectrofotometrul
Jasco V-670 UV-Vis-NIR (Anexa 1), achizitionat de la Jasco International CO., Ltd (Tokyo,
Japonia), are o banda de latime de 2 nm si o rezolutie spectrald de 1nm. Am utilizat cuve din cuart
de la Hellma (Germania) a caror drum optic este de 2 mm. Solventul ce a servit ca si referinta este

apa ultrapurd. Programul utilizat pentru inregistrarea spectrelor este Spectra Manager.

11.3.2 imprﬁgtierea dinamica a luminii (DLS)

Diametrul sferelor de AuNPs sintetizate a fost determinat cu ajutorul tehnicii de
imprastiere dinamica a luminii (eng. Dynamic Light Scattering - DLS). Aparatul utilizat este
Zetasizer NanoZS90 (Anexa 2), de la Malvern Panalytical Ltd. (Worcestershire, UK).
Masuratorile au fost efectuate in triplicat pentru fiecare proba, iar cuvele utilizate au fost de unica

folosinta.

11.3.3 Potentialul Zeta
Pentru masuratorile de potential Zeta am folosit acelasi echipament, Zetasizer NanoZS90
(Anexa 3) de la Malvern Panalytical Ltd. (Worcestershire, UK). Seria de masuratori a fost realizata

triplicat, si am reprezentat valoarea medie. Cuvele folosite sunt de tipul DTS1060C.

I1.3.4 Microscopia electronica prin transmisie (TEM)

Cu ajutorul microscopului JEOL JEM 100CX Il (Tokyo, Japonia) (Anexa 4) am reusit sa
determindm distributia in marime a nanoparticulelor, confirméand astfel diametrul AuNPs. Acestea
au fost diluate in apa, dispersate pe griduri de carbon, si pentru obtinerea contrastului, s-a adaugat

acetat de uranil.
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Graficele si analizele prezentate In lucrarea de fatd au fost obtinute folosind programul

Origin(Pro), versiunea 9.0 OriginLab Corporation (Northampton, MA, USA).
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Capitolul III: Rezultate experimentale si discutii
I11.1 Sinteza si caracterizarea Nanoparticulelor de aur
Primul pas a fost de a obtine AuNPs stabilizate de citrat prin metoda Turkevich. Citratul,

n acest caz are dublu rol: de a reduce ionii de aur si induce formarea NPs la o dimensiune

nanometrica, si de a stabiliza AuNPs.

Cea de a doua metoda pe care am folosit-0 pentru sinteza AuNPs, Tn care acestea sunt
stabilizate de surfactantul CTAC, desi este o0 metoda mai complexa si prevede un timp de lucru

mai indelungat, ofera avantajul de a tuna NPs, atat din punct de vedere al raspunsului LSPR cét si

a dimensiunii.

Pentru caracterizarea opticd a AuNPs stabilizate de citrat, am analizat AuNPs, prin
intermediul spectroscopiei de extinctie UV-Vis-NIR. Am obtinut un maxim de extinctie la 521
nm, Figura 111.1 (A). In metoda in care AuNPs au fost stabilizate de CTAC, scopul a fost acelasi,
si anume formarea nanoparticulelor sfere de aur. Astfel, din punct de vedere al caracterizarii

optice, am obtinut un maxim de extinctie la 524 nm Figura I11.1 (B).

- 0.6
AuNPs@ocitrat
0.6 @ (A) AuNPs@CTAC (B)
0.5
0.5
- < 0.4
3 0.4 3
& L
o -
S 034 .S 03
- e
g 2
S 0.2 g 029
i w
0.1+ 0.1
0.0 00 +—FT7—
400 450 500 550 600 650 700 750 400 450 500 550 600 650 700 750
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura I11.1 Spectrele de extinctie al AuNPs obtinute prin metoda Turkevich (A) si
AuNPs stabilizarea de CTAC (B)

Tn cazul metodei Turkevich am obtinut sfere ce au un diametru hidrodinamic de 13.03 *
0.9 nm (Figura I111.2 (A)). Forma sferica a fost de asemenea confirmata si prin imaginea TEM
prezentati in Figura I11.2 (B). In imaginea TEM am inserat o histograma a marimilor diametrelor

AuNPs obtinute, ca o dovada suplimentara a dimensiunii NPs.
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Figura I11.2 Spectru DLS al AuNPs stabilizate de citrat, confirmand diametrul de 13.03 £ 0.9
nm al AuNPs (A)
Imagine TEM achizitionata asupra AuNPs stabilizate de citrat, demonstrand forma sferica a

acestora, insertie: histograma dimensiunii AuNPs, cu o medie de 10.5 nm (B)

in cea de a doua metoda, in care AuNPs sunt stabilizate de CTAC, am obtinut un diametru
hidrodinamic cu o valoare de 45.56 + 1.3 nm (Figuri IIL.3 (A)), iar forma sferica este prezentata
in Figura I11.3 (B) prin intermediul imaginei TEM. Cu ajutorul histogramei inserate in cadrul

imaginii TEM, am adus o dovada suplimentara a dimensiunii NPs.
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Figura I111.3 Spectru DLS al AuNPs stabilizate de CTAC confirmand diametrul de 45.56 + 1.3
nm al AuNPs (A)
Imagine TEM achizitionatad asupra AuNPs stabilizate de CTAC, demonstrand forma sferica a

acestora, insertie: histograma dimensiunii AuNPs, cu o medie de 43 nm (B)
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Pentru analiza incircarii de la suprafata NPs am utilizat masuritori de potentialul zeta. In
cazul AuNPs obtinute prin metoda Turkevich, avem o incarcare negativa a suprafetei (-14.1 + 1.3
mV) - Figura 111.4 (A), iar in cazul AuNPs stabilizate de CTAC, suprafata are o valoare pozitiva
(5.52 £ 0.8 mV) - Figura 111.4 (B).
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Figura I11.4 Potential zeta cu valoarea -14.1 £ 1.3 mV pentru AuNPs stabilizate cu citrat (A)

Potential zeta cu valoarea 5.52 + 0.8 mV pentru AuNPs stabilizate de CTAC (B)

I11.2 Functionalizarea Nanoparticulelor

I11.2.1 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur cu avastin

Pentru functionalizarea AuNPs cu medicamentul avastin (AuNPs-Avastin) am folosit
AuNPs obtinute prin metoda de sintetizare in care sunt stabilizate de CTAC (AuNPs@CTAC).

Scopul functionalizarii este de a forma un agent de livrare de medicamente.

Suprapunerea datelor obtinute in laborator prin masurarea spectrelor de extinctie la UV-
Vis-NIR se afla in Figura I11.5. Initial, maximul spectrului de extinctie al AuNPs se afld la 524
nm — spectrul negru, si am observat cd in momentul functionalizarii a crescut la 525 nm — spectrul
rosu. Valoarea maximului spectrului de extinctie pentru avastin este de 278 nm — spectrul albastru.

Aceastd deplasare spre rosu indica functionalizarea cu succes a avastinului pe suprafata AuNPs.

31



Rusu Catalina Ioana Nanoparticule de aur

Sinteza, caracterizare si functionalizare

0.8

AuNPs
—— AUNPs-Avastin
Avastin
0.6 -
-
=
s
c 0.4
0
R 4
Q
1=
=
o 0.2-
0.0+

300 400 500 600
Wavelength (nm)
Figura I11.5 Masuratori de extinctie achizitionate asupra AuNPs libere (spectru negru), AuNPs-

Avastin (spectru rosu) si avastin liber (spectru albastru)

Din masuratorile DLS (Figura 111.6 (A)) si de potential zeta (Figura 111.6 (B)) am aratat
ca avastin in stare libera(spectrul albastru) are un diametru hidrodinamic de 299.5 + 15.12 nm si

un potential de suprafata pozitiv cu valoarea 6,58 + 0,54 mV.

Am demonstrat de asemenea functionalizarea cu succes AuNPs-Avastin — spectrul rosu,
dimensiunea diametrului hidrodinamic a acestora crescand pana la 167 + 1.76 nm (Figura 111.6

(A)) si potentialul de la suprafata modificandu-se la -1,95+0,85 mV (Figura 111.6 (B)).
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Figura I11.6 Masuratori DLS achizitionate asupra AuNPs libere (spectru negru), AuNPs
functionalizate cu avastin (spectru rosu) si avastin liber (spectru albastru) (A);
Masuratori de potential zeta achizitionate asupra AuNPs libere (spectru negru), AuNPs

functionalizate cu avastin (spectru rosu) si avastin liber (spectru albastru) (B)
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I11.2.2 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur cu BSA
Pentru acest proces de functionalizare am folosit AuNPs sintetizate prin ambele metode,
pentru a demonstra versatilitatea functionalizarii cu BSA. Atat NPs negative, cat si pozitive au

fost functionalizate cu succes cu BSA.

Tn Figura 111.7 am reprezentat spectrele de extinctie obtinute, si am observat pentru proba
de AuNPs stabilizate de citrat (AuNPs(@(citrat) si functionalizate cu BSA, o crestere a maximului
de extinctie cu 5 nm, de la 525 nm (spectrul verde), la 530 nm (spectrul rosu). Maximul extinctiei

BSA-ului liber se afla la 278 nm — spectrul albastru.
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Figura 111.7 Masuratori UV-Vis-NIR achizitionate asupra AuNPs libere, metoda Turkevich
(spectru verde), AUNPs-BSA (spectru rosu) si BSA liber (spectru albastru)

n continuare, am analizat BSA in stare liberd, AuNPs st AUNPS-BSA prin masuratori DLS
si de potential zeta. Valorile pentru BSA liber (spectrul albastru) la masuratoarea DLS este de 7.73
+ 0.2 nm (Figura 111.8 (A)), iar potentialul zeta -1.13 + 0.3 mV (Figura 111.8 (B)).
Functionalizarea cu succes a AuNPs(@citrat cu BSA este demonstrata prin masuratorile DLS si de
potential zeta. Pentru valorile initiale ale AuNPs@citrat am folosit valorile spectrelor obtinute
anterior caracterizate la metoda de sinteza Turkevich (Subcapitolul 111.1) si sunt reprezentate de
culoarea verde a spectrului. Diametrul hidrodinamic pentru AUNPS-BSA (spectrul rosu) a crescut

la 55.75 + 0.9 nm (Figura 111.8 (A)), iar potentialul zeta la 26.9 = 0.7 mV (Figura 111.8 (B)).
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Figura 111.8 Masuratori DLS achizitionate asupra AuNPs@citrat (spectru verde), AuNPs-BSA

(spectru rosu) si BSA liber (spectru albastru) (A);

Masuratori de potential zeta achizitionate asupra AuNPs(@citrat (spectru verde), AuNPs-BSA

(spectru rosu) si BSA liber (spectru albastru) (B)

In cazul functionalizirii AuNPs de CTAC cu BSA, observim o deplasare de 1 nm spre

rosu a maximului de extinctie (Figura 111.9), de la 524 nm la 525 nm.
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Figura 111.9 Masuratori UV-Vis-NIR achizitionate asupra AuNPs@CTAC (spectru negru),

AUNPs-BSA (spectru rosu) si BSA liber (spectru albastru)
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In masuratorile DLS, diametrul hidrodinamic obtinut in urma functionalizarii (spectru
rosu), are valoarea de 79.1 = 2.85 nm (Figura I11.10 (A)), iar potentialul zeta -1.16 £ 0.9 mV

(Figura 111.10 (B)). Aceste valori confirma din nou functionalizarea cu succes.
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Figura 111.10 Masuratori DLS achizitionate asupra AuNPs@CTAC (spectru negru),
AUNPs-BSA (spectru rosu) si BSA liber (spectru albastru) (A);
Masurdtori de potential zeta achizitionate asupra AuNPs@CTAC (spectru negru), AuNPs-BSA
(spectru rosu) si BSA liber (spectru albastru) (B)

I11.2.3 Functionalizarea Nanoparticulelor de aur cu poly A

Pentru functionalizarea cu poly A am utilizat AuNPs@CTAC caracterizate anterior.
Maximul de extinctie a AuNPs este localizat la 524 nm, iar in urma functionalizarii s-a deplasat
spre rosu, la 539 nm. Pentru aptamerul poly A maximul de extinctie se afla la 257 nm. Spectrele

de extinctie caracteristice sunt ilustrate in Figura 111.11.
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Figura 111.11 Masuratori UV-Vis-NIR achizitionate asupra AuNPs (spectru negru), AuNPs-poly
A (spectru rosu) si poly A liber (spectru albastru)

Pentru poly A — spectru albastru valoarea din urma masuratorilor DLS este 189.7 £ 9.8 nm
(Figura 111.12 (A)) si potentialul zeta -26.7 + 2.65 mV (Figura 111.12 (B)). Diametrul
hidrodinamic dupa realizarea functionalizarii (spectru rosu) este 167 + 13.88 nm (Figura 111.12
(A)), iar potentialul zeta atesta incarcarea negativa a suprafetei AuNPs, avand o valoare de - 46
0.4 mV (Figura 111.12 (B)). Schimbarile ce apar la nivelul masuratorilor DLS si potential zeta,

atesta de asemenea functionalizarea cu succes a AuNPs.
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Figura 111.12 Masuratori DLS achizitionate asupra AuNPs (spectru negru), AuNPs-poly A
(spectru rosu) si poly A liber (spectru albastru) (A);
Masuratori de potential zeta achizitionate asupra AuNPs (spectru negru), AuNPs-poly A (spectru
rosu) si poly A liber (spectru albastru) (B)
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Concluzii finale si perspective viitoare

In cadrul acestei lucrari de licenti am realizat doud sinteze de AuNPs sferice,
reproductibile. Prin dezvoltarea metodei in care AuNPs sunt stabilizate de CTAC, am obtinut o
sinteza controlata prin care putem modifica dimensiunea NPs, spre deosebire de metoda Turkevich
care vine cu limitdri in tunabilitatea sintezei. Limitdrile sintezei de AuNPs stabilizate de citrat,
prin metoda Turkevich, au fost depasite prin optimizarea sintezei de AuNPs stabilizate de CTAC.
Astfel, am reusit sd tundm dimensiunea si raspunsul plasmonic al AuNPs de la 524 nm péna la
600 nm.

Datoritd superfetei versatile am realizat cu succes functionalizarea AuNPs, fapt confirmat
prin caracterizarea opticad a probelor functionalizate, in comparatie cu solutiile coloidale de
AuNPs. Comparand solutia initiald de AuNPs, molecula de interes in stare liberd si AuNPs
functionalizate cu molecula de interes, am observat modificari atat in spectrul de extinctie al
probelor, cat si in masuratorile DLS si de potential zeta. Functionalizarea cu succes este in primul
rand demonstrata de deplasarea maximului de extinctie spre lungimi de unda mai mari, iar apoi de

modificarea diametrului hidrodinamic al NPs si a incarcérii de la suprafata a acestora.

Prin functionalizarea AuNPs cu cele trei entitati biologice diferite, si anume avastin, BSA
si poly A - am demonstrat versatilitatea si implicit adaptabilitatea suprafetei lor pentru a fi
translatate 1n aplicatii biologice, cu scopul de le spori biocompatibilitatea, a fi utilizate ca agenti

de livrare de medicamente, sau ca biosenzori pentru detectie.

Ca activitate stiintificd viitoare, intentionez sa utilizez acesti agenti plasmonici
functionalizati cu molecule active de interes pentru studiul eficientei lor in aplicatii biomedicale.
Doresc sa studiez capacitatea AuNPs functionalizate cu avastin pentru livrarea tintitd a
medicamentului la celulele canceroase. De asemenea, voi utiliza AuNPs functionalizate cu BSA
in studii de viabilitate celulard asupra mai multor tipuri de celule, in comparatie cu solutia
coloidala de AuNPs, cu scopul de a demonstra biocompatibilitatea sporitd a nanosistemului
conjugat. In final, doresc sa utilizez si si evaluez capacitatea functionalizirii AuNPs cu poly A in

detectia biomarkerului cardiac - Troponina I (Tnl).

Ca urmare a acestor procese, am sintetizat AuNPs pentru viitoare posibile utilizari in

directii medicale importante, si anume imagistica, diagnostic si tratarea cancerului.
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ANEXE

Anexa 1
Spectrometrul Jasco V-670 UV-Vis-NIR

Spectrometria de absorbtie se bazeazad pe interactiunea radiatiilor electromagnetice din
domeniul UV, vizibil sau NIR cu moleculele substantei chimice. Cand lumina interactioneaza cu
proba vizata, o parte din ea este supusd procesului de absorbtie, iar restul poate fi redirectionat in

directii diferite.

Spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR utilizeaza aceastd interactiune pentru a analiza
compozitia moleculard sau atomica a unei probe. Undele electromagnetice sunt absorbite selectiv
in functie de caracteristicele substantei, iar electronii de valentd se mutd din starea lor
fundamentala intr-o stare excitata. Aparatul utilizat in cadrul acestei lucrari este ilustrat in Figura

All.

Figura Al.1 Spectrofotometrul Jasco V-670 UV-Vis-NIR

Nanoparticulele plasmonice, fata de cele organice, nu absorb lumina, ci o imprastie.

Extinctia este suma pierderilor de absorbtie si dispersie a luminii din cauza esantionului.

In spectrometrele conventionale, radiatia electromagnetica se Imparte in doua raze, una
trece prin probd, iar cealalta prin referinta in care se afld solventul. Ambele raze sunt analizate n
acelasi timp. Ca recipiente pentru a pune cele doud solutii, se folosesc cuve mici si transparente

cu o latime de 2 sau 10 mm.
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Fotocelulele detecteaza radiatia transmisa, iar spectrofotometrul inregistreazd absorbtia
prin inregistrarea diferentelor care apar Intre intensitatea radiatiei care trece prin proba si cea care

trece prin solvent.

Cantitatea de lumina absorbita la o anumitd lungime de unda este data de densitatea optica
(OD). Densitatea optica depinde de coeficientul de absorbtie molara (&epyps), grosimea cuvei (d)
si concentratia probei (C) (Ecuatia 1). Coeficientul de imprastiere, este influentat de dimensiunea

si forma nanoparticulelor (Ecuatia 2).
OD = SPNPS X d X C (1)
Epnps = 2 €abs T Eimp (2)

In lucrarea mea, spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR a fost utilizatd pentru
caracterizarea proprietatilor optice ale AuNPs sferice. Masuratorile au fost efectuate intr-un
interval de lungimi de unda cuprins intre 190 nm si 800 nm, evidentiind intervalul 400 nm — 750
nm in spectrele prezentate anterior, pentru a ilustra caracteristicile care depind de dimensiunea
NPs analizate. Din spectrul de extinctie, putem obtine astfel informatii precum: forma si marimea,
dar mai ales am putut evidentia schimbadrile care apar Tn urma functionalizarii cu proteina BSA,

medicamentul avastin si aptamerul poly A.
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Anexa 2
impristierea dinamici a luminii (DLS) — Zetasizer Nano ZS90 Malvern

Spectroscopia de Imprastiere dinamica a luminii (DLS) este o tehnica cunoscuta utilizata
cu scopul de a determina distributia dimensiunilor particulelor intr-o solutie. Se bazeaza pe

masurarea fluctuatiei in intensitatea luminii imprastiate cauzate de miscarea Browniand a

particulelor. Aparatul utilizat in cadrul acestei lucrari este ilustrat in Figura A2.1.

_~

Figura A2.1 Zetasizer Nano ZS90 Malvern

Prin analizarea semnalului de imprastiere obtinem informatii despre dimensiunea
particulelor care sunt deduse din viteza de difuzie. Ecuatia Stokes-Einstein ajuta la determinarea
diametrului particulei (Ecuatia 3).

kT

D = 3nnD
©)

unde: Dy — diametru hidrodinamic, D — coeficientul de difuzie translational, k — constanta

Bolzmann, T — temperatura absolutd, n — vascozitatea probei.
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Figura A2.2 Configuratia schematica a tehnicii DLS [39]

In cadrul unei masuratori DLS, avem proba care este iluminati de un fascicol coerent de
lumina, in cazul nostru un laser (HeNe 633 nm). Particulele din proba, odatd ce sunt supuse
iradierii, Tmprastie lumina in diferite directii. Lumina Tmpréstiatd pentru masuratorile de
dimensiune este detectati la un unghi de este de 90°. In functie de marime, forma si fluctuatia
miscarii Browniene a particulelor este stabilita intensitatea. Aceasta este colectatd de un detector
si procesatd de un software pentru a determina distributia marimii particulelor. Reprezentarea
schematica a procesului este ilustrata in Figura A2.2.

Pentru lucrarea mea, am folosit tehnica DLS cu scopul de a determina diametrul
hidrodinamic a AuNPs. Ulterior, in urma functionalizarii cu proteina BSA, medicamentul avastin
si aptamerul poly A, , am evidentiat diferentele care apar asupra marimii. Masurdtorile DLS

prezentate au fost achizitionate cu aparatul Zetasizer Nano ZS90 Malvern.
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Anexa 3

Aparatura utilizat pentru masuratorile de potential zeta au fost efectuate cu acelasi aparat

ca masuratorile DLS, si anume Zetasizer Nano ZS90 Malvern (Figura A2.1).

Potentialul Zeta este sarcina electrica aflata la suprafata unei particule in solutie, si are
scopul de a masura magnitudinea electrostatica sau sarcina de repulsie/atractie dintre particule.
Dublul strat electric este format din doua parti, stratul Stern, unde ionii sunt puternic legati, si
stratul difuz, o zond 1n care densitatea ionicd scade treptat, iar ionii si particulele formeaza o
entitate stabild pana la o limita virtuala. Cand particula se deplaseaza, ionii din interiorul barierei
se deplaseaza impreuna cu ea, in timp ce ionii din afara acesteia nu sunt influentati (Figura A3.1).

Electrophoresis

+ve

Electrode

/ Slippingplane ()

Particle surface
(Wo) Stern layer

Electrode

Figura A3.1 Reprezentare schematica a potentialului zeta [39]
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Figura A3.2 Configuratia schematica a tehnologiei de preluare a potentialului zeta [39]

Cu ajutorul acestei tehnici putem determina diferite proprietdti ale unor particule sau

molecule de interes aflate ntr-un mediu lichid, printre care doi parametrii fundamentali,

dimensiunea si potentialul zeta. In Figura A3.2 este prezentati configuratia schematici a

tehnologiei de preluare a potentialului zeta.

Pentru aceasta lucrare, masuratorile de potential zeta au fost efectuare asupra AuNPs

sferice, pentru a le evalua Incarcarea electricd de suprafata. Ulterior, in urma functionalizarii cu

proteina BSA, medicamentul avastin si aptamerul poly A au aparut schimbari evidentiate prin

intermediul spectrelor la nivelul suprafetei.

43



Rusu Catalina Ioana Nanoparticule de aur

Sinteza, caracterizare si functionalizare

Anexa 4
Microscopul electronic prin transmisie (TEM) - JEOL JEM 100CX 11

Scopul utilizarii microscopiei TEM a fost de a confirma diametrul si morfologia sferica a
AUNPs pe care le-am sintetizat.

TEM este o tehnica prin care o proba este expusa la un fascicol de electroni, si astfel se
genereazd o imagine la o rezolutie semnificativ mai mare decat microscopia luminoasa, permitand
vizualizarea detaliilor la nivel atomic. Aceastad diferentd se manifesta datorita lungimii de unda de
Broglie a electronilor. Proba analizatd trebuie sa fie la scald nanometrica, astfel incat electronii sa
poata trece prin ea, totusi daca sectiunea este prea subtire, apare o deviere mica iar imaginile sunt
lipsite de contrast, iar in cazul in care este prea groasa, imaginea devine neclara.

Odata ce fascicolul de electroni intalneste proba, o parte din electroni sunt absorbiti,
imprastiati sau transmisi. Aceastd interactiune afecteaza intensitatea electronilor care ajung la
detector, si totodatd astfel se formeaza contrastul in imaginea finald ce prezintd compozitia si

structura interna. In Figura A4.1 este ilustrat aparatul TEM.

Figura A4.1 JEOL JEM 100CX Il

Proba de AuNPs a fost dispersata pe griduri de carbon si s-a adaugat acetat de uranil 0.5%
pentru contrastul negativ.
Imaginile microscopice din lucrare au fost preluate pentru a prezenta forma sferica

nanoparticulelor de aur rezultata in urma celor doud metode de sintetizare si pentru a ardta cum s-
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a realizat functionalizarea AuNPs cu proteina BSA. Aparatul folosit pentru obtinerea imaginilor
este JEOL JEM 100CX II dotat cu o camera MegaView (3, iar tensiunea utilizatd pentru
imagistica TEM a fost setatd pe 80 Kv.

Imaginile TEM au fost achizitionate de Dr. Lucian Barbu in cadrul Institutului National de

Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare.
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