Universitatea Babes-Bolyai
Facultatea de Fizica

Scoala Doctorala de Fizica

Contributii la sinteza si aplicatiile biomedicale ale

unor noi nanoclusteri si nanoparticule de metal nobil

Hada Alexandru-Milentie

Profesor coordonator

Prof.dr. Astilean Simion

Cluj-Napoca
2023



Cuprins

Motivatie $i ODIECTIVE.............oooiiiiiiii e 6
Capitolul 1. Prezentare generala asupra nanoclusterilor si
nanoparticulelor de metal nobil ....................ccoocooii 9
1.1. Introducere Tn NOteChNOIOZIC .......vvvviiiiiiiiii e 9
1.2. Nanoclusteri de metal NObil.........cccocviiiiiiiiiiiii e 9
L1.2.1. Metode de SINTEZA ....ccveeiieiiiieiiieeiee ettt sttt e e e esnbeesenas 9
1.2.2.  Proprietatile nanocCluSterilor. ........cveiiiiiiiiic e 10
1.2.3.  Aplicatiile NanoCIUSTEIIIOT. . ......eiiiiiiiiiii e 10
1.3. Nanoparticule de metal NObil.........ccccviiiiiiiiiiiiii e 11
1.3.1.  Metode de SINTEZA .....uvveiieieiiiieiiie et siee et e e e et e e be e e s beeesnbee e 11
1.3.2.  Proprietatile nanopartiCulelor............coiiiiiiiiieii e 11
1.3.3.  Aplicatiile nanopartiCulelor ............cccoiiiiiiiiiieiie e 12

Partea I. Contributii la sinteza de noi nanoclusteri de aur si

aplicatiile lor in imagistica si detectie.................cccooiniiniiniiiiinnn, 13
Capitolul 2. Nanoclusteri de aur stabilizati de albumina serica
bovina pentru aplicatii de imagistica de fluorescenta ....................... 14
2.1 INETOAUCETE ...t 14
2.2. Sineza de BSA-AUNCS .......cooiiiiiieiec e 14
2.3. Caracterizarea BSA-AUNCS .......cccoiiiiiiiiiiii e 15
2.4. Functionalizarea cu acid folic a BSA-AUNCS.......ccccocoiiiiiiiiiiieee e 16
2.5. Biocompatibilitatea BSA-AUNCS........cooiiiiiiiiiieieeee e 16
2.6. Performanta BSA-AuNCs ca agenti de contrast fluorescenti...............ccc.... 17
2.6.1. 10 CEIULE.....ocuiiiiiiic e 17
2.6.2. in materiale care imitd proprietatile teSutului..........ccoovviriiiicni 17
2.7 CONCIUZIT ..ttt 19

Capitolul 3. Nanoclusteri de aur stabilizati de glutation ca emitatori
de lumina in infrarosu apropiat pentru aplicatii de imagistica de
fluorescenta confocala.................c..cooiii 20



R R 6115 40 e 1 TT<) (< TP 20

3.2. Sinteza de GSH-AUNCS.......cooiiiiiiiiiieciiie e 20
3.3. Caracterizarea GSH-AUNCS ........ccccciiiiiiiiie et 21
3.4. Performanta GSH-AuNCs ca agenti de contrast in interiorul materialelor

TMILALOATE A€ TESUL ... eiiiiiieiiie ittt nee s 22
R T TR 1) s Ued 11 2 1 R URRSRRS 23

Capitolul 4. Platforme portabile pe baza de hartie impregnate cu
nanoclusteri de aur pentru detectia eficienta a ionilor de metale

BECLC. ... 24
4.1, INEFOAUCETE ...t 24
4.2. Nanoclusteri de aur stabilizati de BSA pentru detectia selectiva si
cuantificarea 10N110T A€ CUPTU .....vvveiiiiiiiiiiie e 24

4.2.1. Sinteza de BSA-AUNCS.......ccoiiiiiiiiiie e 24
4.2.2. Caracterizarea BSA-AUNCS .........cccoiiiiiiiiii s 25
4.2.3. Performanta BSA-AuNCs ca senzor coloidal ...........ccooviiiiiiiiiiin 25
4.2.4. Detectia de ioni de cupru folosind platforma pe baza de hartie impregnata cu BSA-
AUNGCS L 26
4.2.5. CONCIUZIL.c.civiiiiiiiiiic s 27
4.3. Nanoclusteri de aur stabilizati de histidind (His-AuNCs) pentru detectia
selectiva si cuantificarea 10n11or de fler .........oocveeiiiiiiiii 28
4.3.1. Sinteza de HiS-AUNCS .......coiiiiiii e 28
4.3.2. Caracterizarea HiS-AUNCS ..o 28
4.3.3. Performanta His-AuNCs ca senzor coloidal...........cccccovviiiiniiiiiiiiiici 28
4.3.4. Detectia de ioni de fier folosind platforma pe baza de hartie impregnata cu His-
AUNGCS L 29
4.3.5. CONCIUZIL ..ot 31

Partea a II-a. Contributii la sinteza de noi nanoparticule de metal
nobil pentru aplicatii ca agenti de contrast SERS, nanoantibiotice si
platforme de detectie...................ocooiniiiiin 32

Capitolul 5. Nanoparticule bimetalice de tip miez@coaja
aur@argint stabilizate de B-ciclodextrina polimerica ca agenti de
contrast SERS si nanoantibiotice.....................ccooooi, 33



oI R 115 40 e 1 1Ty (=TT 33

5.2. Sinteza de nanoparticule bimetalice de tip miez(@coajd aur@argint

stabilizate de B-ciclodextrind polimerica (PolyCD-Au@AgNPS)........cccevvveernnenn 33
5.3. Caracterizarea PolyCD-AU@AENPS ..o 34
5.4. PolyCD-Au@AgNPs ca nanoantibiotiC .......ccceuvuveriiirisiiiinessiiiesssieesssineeennns 35
5.5. PolyCD-Au@AgNPs ca agenti de contrast SERS .........cccooeiiiiiiiiniiinininnn, 36
5.6, CONCIUZIT ..ottt ettt et e nbee s 37
Capitolul 6. Nanoparticule de aur functionalizate cu aptamer pentru
detectia colorimetrica a proteinei C reactive.................ccocooeeeriineene 38
0.1, INEIOAUCETE ... 38
6.2. Sinteza de Cit-AUNPS .......c.ooiiiii s 38
6.3. Caracterizarea Cit-AUNPS........cccoiiiiiii e 39
6.4. Functionalizarea Cit-AuNPs cu un aptamer specific proteinei CRP............. 39
6.5. Detectia colorimetrica a proteinei CRP ..........ccccoooiiiiiiiii e 39
0.6, CONCIUZIT ..ttt nne s 41
Capitolul 7. Concluzii finale si perspective...............cccccviiiiiiiinnnn, 42
COoNCIUZIT INALE .....ccieiiiiie e 42
POTSPECIIVE vttt 43
Diseminari rezultate ...................ccooeiiii 44
Lista de publicatii incadrate T teZa ...........ccoeveeiiiiiiie i 44
Lista de publicatil IST .........oouiiiiiiii e 44
MaANUSCTISE TN PIEPATATE. ....c.vvevieiriitieitieie sttt sb et b e 45
AL PUDIICALI. ..t 45
Participars CONTETINGE ......vvveiviiiiiie e 47
PrezZentart OTALE ........eoiiiiiiiiiie e 47
PreZentars POSTET.....cciuvieiiie ittt 47
Contributii 1a CONETINLE........ccvviiiiiiiiiii 48

S (=) 001 P UUPRTRR 49
Activitate didaCtiCA.......uvviiiiiiiiiiiie e 49



Cursuri de SPECIAlIZATE ........eeeiiiiiiiiiiiie e

Finantare si granturi

Referinte .................



Cuvinte cheie: nanoclusteri de aur; nanoparticule de metal nobil;
fotoluminiscentd intrinsecd; rezonanta plasmonilor de suprafatd localizata;
imagistica; senzoristica.



Motivatie si obiective

Situata la intersectia dintre stiintd, inginerie si inovatie, nanotehnologia reprezinta o solutie
accesibila si eficienta pentru problemele biomedicale ale societdtii din zilele noastre. Operand la
nivelul nanometric, un domeniu in care atomii si moleculele colaboreazd dand nastere unor
materiale noi, acest domeniu prezintd un potential urias de a revolutiona chiar industriile actuale.
In centrul nanotehnologiei stau nanoparticulele si nanoclusterii de metal nobil. Aceste structuri
mici, poseda proprietati chimice, dar in special fizice care sunt total diferite de cele ale materialelor
de tip bulk. Astfel, acestea pot fi exploatate pentru a realiza noi mecanisme precise de detectie a
bolilor, senzori cu o sensibilitate ridicata si abordari antimicrobiene inovatoare, toate la indemana

omenirii prin utilizarea strategica a nanoparticulelor si nanoclusterilor de metal nobile.

Parametrul cheie care defineste proprietdtile acestor nanomateriale (nanoclusteri si
nanoparticule) este dimensiunea lor. Efectele dimensiunii asupra structurii geometrice si
electronice a nanomaterialelor din metal nobil reprezinta una dintre cele mai intens studiate aspecte
in acest domeniu. Totul a inceput de la specii metalice formate dintr-un singur atom, a caror
structura electronica depinde in mare masurd de mediul local inconjurator (solvent si ligand), iar
structura electronica a acestora a ajuns foarte bine cunoscutd datorita simularilor teoretice. Cu toate
acestea, cand vine vorba de specii metalice formate din mai multi atomi, de dimensiuni mici
(nanoclusteri) sau mari (nanoparticule), structura lor electronicd devine mult mai complexa

(Schema 1).
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Schema 1. Structura geometrica si electronica in functie de dimensiunea nanomaterialelor.

Figurd reprodusa din [1].



Ca exemplu pentru speciile de aur (Au), diferenta de energie dintre ultimul orbital
molecular ocupat (HOMO) si primul orbital molecular liber (LUMO) depinde foarte mult de
dimensiunea acestor specii. Mai exact, pe masurd ce dimensiunea nanomaterialelor creste,
diferenta de energie dintre HOMO si LUMO scade pand cand, in cazul nanomaterialelor cu o
dimensiune care depaseste 5 nm, cei doi orbitali se suprapun si formeaza o banda de energie
continud. Datoritd acestor efecte de dimensiune, proprietatile optice ale nanomaterialelor variaza
semnificativ In functie de dimensiunea lor. Prin urmare, obiectivul acestei lucrari este de a
aprofunda proprietatile fizico-chimice atat a nanoclusterilor, cat si a nanoparticulelor, si sa
exploateze proprietdtile acestora pentru a dezvolta noi agenti de contrast, platforme de detectie si

platforme antimicrobiene pentru a solutiona nevoile societétii de astazi.



Capitolul 1. Prezentare generala asupra nanoclusterilor si

nanoparticulelor de metal nobil

1.1. Introducere In notechnologie

Un parametru cheie care defineste proprietatile optice ale NPs este dimensiunea lor,
clasificandu-le in (i) NPs plasmonice (peste 5 nm) si nanoclusteri (NCs - sub 5 nm), fiecare dintre
ele avand proprietati optice diferite. Spre exemplu, atunci cand dimensiunea NPs depaseste 5 nm,
NPs prezinta un fenomen optic unic numit rezonanta plasmonica de suprafata localizatd (LSPR),
o oscilatie colectiva a electronilor liberi din banda de conductie dupa interactiunea NP cu un camp
electromagnetic (lumind) [2]. Cu toate acestea, daca dimensiunea scade sub 5 nm, ele pierd aceasta
proprietate, in schimb NCs prezintd o fotoluminiscentd intrinsecd tunabilda, cu fotostabilitate
excelenta si deplasare Stokes mare [3]. Ambele tipuri de nanomateriale sunt de mare interes in
zilele noastre, prin urmare in urmatoarele sectiuni ale acestui capitol sunt prezentate mai multe

detalii despre sinteza, proprietdtile si aplicatiile lor.

1.2. Nanoclusteri de metal nobil

1.2.1. Metode de sinteza

In ultimul deceniu, au fost raportate multiple sinteze de NCs, exploatand atat abordarile de
tip bottom-up, cat si cele top-down n cautarea celui mai simplu si mai rapid mod de a obtine NCs
cu puritate si reproductibilitate ridicate. Dintre acestea, cea mai utilizatd este metoda de sinteza
directa. Folosind aceastd abordare, sarea de metal nobil este redusd in prezenta unui agent
reducator si stabilizata de un ligand pe bazd de tiol prezent din abundenta in solutia de sinteza,
rezultand formarea de NCs. Cu toate acestea, exista liganzi care joacd atat rolul de agent reducitor,
cat si de agent de stabilizare In timpul procedurii de sinteza, cum ar fi proteine [3], peptide [4],
aminoacizi [5], etc., strategie care este cunoscuta si sub denumirea de sinteza asistata de un sablon.
Problema principald a acestei proceduri este ca acestea necesita timp, fiind nevoie uneori chiar de
zile pentru a obtine NCs, ceea ce a fost cazul NCs stabilizati cu albumind serica bovina sintetizati

1n aceasta lucrare.



Metoda de sinteza asistata de microunde poate reduce considerabil timpul de sinteza pana
la cateva minute. Aceasta abordare vine cu multe alte avantaje, cum ar fi incalzirea uniforma, un
consum redus de energie fiind in acelasi timp ecologica [6]. Mai mult, procedura prezinta un
control ridicat asupra dispersitatii nanocristalelor sintetizate. Aceasta strategie a fost utilizata in

aceasta teza pentru a sintetiza cu succes NCs stabilizate de glutation si histidina.

1.2.2. Proprietatile nanoclusterilor

Cea mai atractiva proprietate a NCs este fotoluminiscenta lor intrinseca. Emisia NCs poate
fi influentatd de diversi factori, de la structura NCs pana la pH sau temperatura solutiei. Pana in
prezent, mecanismul de emisie a NCs este necunoscut comunitdtii de cercetare. Totusi, efectul de
izolare cuantica este acceptat. Mai exact, nanomaterialele de dimensiuni mari prezintd o banda de
energie continud, totusi, atunci cand dimensiunea nanomaterialului devine comparabilda cu
lungimea de unda Fermi (~ 2 nm), banda de energie continua se imparte in nivele de energie

discrete [7], oferind NCs proprietati moleculare, precum fotoluminiscenta.

1.2.3.  Aplicatiile nanoclusterilor

Datorita proprietatilor lor fizico-chimice unice, cum ar fi biocompatibilitatea, bio-
permeabilitatea excelentd si suprafata usor de modificat, NCs sunt exploatati in multiple aplicatii.
Dintre toate, NCs sunt exploatati cel mai mult ca platforme de detectie, deoarece fotoluminiscenta
lor este foarte sensibild. Dupd interactiunea cu analitul dorit intensitatea fotoluminiscentei variaza
in doud moduri posibile: (i) stingerea sau (ii) amplificarea emisiei. Imagistica celulara si tisulard
este o alta aplicatie in care NCs sunt extrem de exploatati. Datorita dimensiunilor lor mici, NCs
pot patrunde cu usurinta prin membrana celulara, prezentand in acelasi timp o stabilitate chimica
si foto-chimica ridicata, biocompatibilitate ridicatd data de agentul de stabilizare, astfel fiind

candidati excelenti ca agenti de contrast fluorescenti pentru aplicatii de bioimagistica [8].

Chiar daca aplicatiile mentionate mai sus sunt cele mai exploatate, NCs au fost raportati ca

excelenti agenti antimicrobieni [9], emititori de lumina alba [10] sau catalizatori [11]. In cadrul
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acestei teze de doctorat, NCs sintetizati vor fi exploatati in cele doud aplicatii principale: detectie

si imagistica.

1.3. Nanoparticule de metal nobil

1.3.1. Metode de sinteza

Sinteza NPs precum cea a NCs poate fi realizata urmand una dintre cele doua strategii
principale: abordarea bottom-up sau cea top-down. Abordarile de tip top-down implica ruperea
materialului bulk in NPs mici printr-un proces fizic sau chimic. Pentru aceasta abordare, exista
mai multe strategii raportate in literaturd, cum ar fi piroliza, termoliza, nanolitografia si sintezele
asistate de radiatii. Cu toate acestea, majoritatea strategiilor de tip top-down au ca rezultat formarea
de NPs cu imperfectiuni pe suprafata care le afecteaza atat proprietétile fizice, cat si cele chimice
[12]. NPs sintetizate folosind strategiile de tip botom-up sunt considerate in general superioare
tip bottom-up sunt sinteze chimice, sonochimice, electrochimice si ecologice. Reducerea ionilor
metalici in solutie reprezintd cea mai exploatatd strategie de tip bottom-up si implica reducerea
ionilor de metal nobil din sdrurile corespunzatoare folosind diferiti compusi chimici ca agenti
reducatori In prezenta unui agent de stabilizare adecvat. Mai mult, strategiile ecologice implicd
utilizarea de microorganisme, biopolimeri si extracte de plante pentru a fi utilizate ca agenti
stabilizatori si uneori chiar agenti reducitori [13]. In aceasta lucrare, strategia de sinteza verde a

fost singura exploatatd pentru a sintetiza NPs.

1.3.2. Proprietatile nanoparticulelor

Pentru a intelege semnificatia fizicd a plasmonilor de suprafata, NPs metalice ar trebui
aproximate ca o retea de ioni pozitivi in interiorul careia electronii din banda de conductie se misca
liber [2]. Dupa interactiunea NPs cu lumina, cAmpul electromagnetic exercitd o fortd asupra
electronilor care se misca liber, impingandu-i spre suprafata NPs. Miscarea electronilor de
conductie va duce la o separare a sarcinii, creand astfel un dipol electric. In acest moment, dipolul

electric va genera un camp electric opus, care va obliga electronii sa se intoarca la punctul lor de
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echilibru. Prin urmare, electronii de conductie vor incepe sd oscileze in jurul punctului lor de
echilibru cu o frecventa cunoscuta si sub denumirea de frecventd plasmonica. Oscilatia electronilor
din banda conductie dupa excitarea lor cu lumina poartd denumirea de plasmonii de suprafata [14].
Mai mult, daca frecventa caAmpului electromagnetic are aceasi valoare cu frecventa plasmonica,
electronii de conductie vor oscila la amplitudine maxima rezultdnd cel mai important fenomen al
NPs, rezonanta plasmonilor de suprafati. In plus, daci NPs sunt realizate din metal, rezonanta
plasmonilor de suprafatd este localizata pe suprafata NPs, ceea ce reprezintd fenomenul cunoscut
sub numele de LSPR [15]. Fenomenul LSPR poate fi observat folosind spectroscopia UV-Vis ca o

banda de absorbtie.

1.3.3.  Aplicatiile nanoparticulelor

Datorita proprietatilor fizice si chimice unice, NPs din metal nobil au fost exploatate in
diverse aplicatii ca platforme de detectare, agenti de contrast, agenti antimicrobieni, agenti
terapeutici pentru cancer, platforma de livrare a medicamentelor, etc. Drintre toate, NPs au fost
utilizate pe scara largd pentru a detecta selectiv un analit dorit. Cele mai multe dintre strategiile de
detectie raportate se bazeaza pe agregarea NPs dupa interactiunea cu molecula tinta, rezultand o
schimbare a culorii solutiei coloidale, detectie colorimetrica. Imagistica este o altd aplicatie in care
NPs de metal nobil sunt foarte eficiente. Chiar dacd NPs pot juca singure rolul agentilor de contrast
pentru imagistica in camp intunecat [16], totusi, aceasta tehnicd implica lumind de mare intensitate
pentru a excita celulele sau tesuturile tratate cu NPs, care le poate afecta. Prin urmare, NPs sunt
functionalizate cu o moleculd reporter Raman sau un fluorofor pentru a forma agenti de contrast
pentru imagistica de mprastiere Raman amplificata de suprafata (SERS) [17] sau imagistica de
fluorescenta [18]. In aceastd tezd, NPs sintetizate au fost exploatate ca platforme de detectie

colorimetrice, agenti de contrast SERS si agenti antimicrobieni.

Luand in considerare diferentele dintre NCs si NPs din punct de vedere optic, in cele ce
urmeaza, teza de doctorat va fi impartita in doua parti (I) ,,Contributii la sinteza de noi nanoclusteri
de aur si aplicatiile lor in imagistica si detectie”, concentrandu-se pe sinteza, caracterizarea si
aplicatiile de imagistica si detectie ale NC si (II) ,,Contributii la sinteza de noi nanoparticule de
metal nobil pentru aplicatii ca agenti de contrast SERS, nanoantibiotice si platforme de detectare”

concentrandu-se pe sinteza, caracterizarea si aplicatiile imagistice si de detectie a NPs.
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Partea I. Contributii la sinteza de noi nanoclusteri de aur si

aplicatiile lor in imagistica si detectie
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Capitolul 2. Nanoclusteri de aur stabilizati de albumina serica

bovina pentru aplicatii de imagistica de fluorescenta

2.1. Introducere

In ultimele decenii, imagistica de fluorescenta s-a dovedit a fi o tehnicd puternica pentru
diagnosticarea precoce si tratarea anumitor boli, precum si in studiile mecanismelor diferitelor
procese biologice, imunologice si neurologice [19,20]. Prin urmare, dezvoltarea agentilor de
contrast fluorescenti adecvati a devenit o prioritate pentru comunitatea de cercetare [21]. De obicei,
un agent de contrast fluorescent este compus dintr-un fluorofor care emite in vizibil sau 1n infrarosu
apropiat (NIR), functionalizat cu un biomarker care prezinta afinitate mare pentru un receptor din
celula sau tesutul de interes. Cu toate acestea, fluoroforii organici obisnuiti prezintd dezavantaje
multiple, cum ar fi emisia suprapusa cu autofluorescenta biologica, timp de viatd scurt de
fluorescenta, fotostabilitate scazutd, dar pot fi, de asemenea, foarte toxice pentru mediile biologice
[22]. Prin urmare, este cruciala fabricarea de noi agenti de contrast fluorescenti care sunt capabili

sd depaseasca aceste limitari.

2.2. Sineza de BSA-AuNCs

BSA-AuNC:s au fost sintetizati folosind o procedura in doi pasi adaptata si optimizata, care

a fost raportatd anterior [3]. Metoda de sinteza este descrisa pe scurt in Schema 2.1.

2 f .x- P oy 2
|, B o OO
Acid A N5 NaOH B 2 s
7 5 WV
Vo ‘-',",.'-;"'. SO

o, e o
+ we,

%ﬂ% BSA = Au(l) ions (il AuNCs

Schema 2.1. Reprezentare schematica a procedurii de sinteza a BSA-AuNCs. Figura reprodusa

din [23]
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Intr-un flacon Erlenmeyer, 5 mL de BSA (40 mg/mL) au fost amestecati cu 5 mL de
HAuCl4 (102 M) sub agitare magnetici la 37 °C. Apoi, 20 pL de acid ascorbic (10~ M) si 0,5 mL
de NaOH (1 M) au fost picurati la o viteza de 4 pL/min si, respectiv, 0,1 mL/min. Dupa 24 de ore,
s-au adaugat 0,5 ml de NaOH (1 M) pentru a ajusta pH solutiei la unul foarte alcalin, iar solutia a
fost agitatd magnetic timp de inca 24 de ore la 37 °C. Culoarea solutiei s-a schimbat de la galben

deschis la maro inchis. Dupa procesul de purificare, solutia coloidala a fost pastrata la 4 °C.

2.3. Caracterizarea BSA-AuNCs

In urma sintezei, solutia coloidala de BSA-AuNCs prezinti o culoare maro-inchis la lumina
ambientala (inset - Figura 2.1.A) care devine rosie atunci cand este expusa la lumina ultravioleta,
indicand faptul ca particulele sintetizate poseda fotoluminiscenta intrinseca. Mai mult decat atat,
solutia coloidala prezintd o absorbtie puternicd care scade exponential de la UV la vizibil (Figura

2.1.A), in timp ce absenta unei benzi LSPR demonstreaza absenta nanoparticulelor mari.

500

(A) 1 (8)

—— BSA-AuNCs
670 nm ——BSA
0.8 400- A= 530 nm
3 0.6 300
(%]
o
=04 & 2001
[¢] -
c £
X 0.2 ——BSA-AUNCs 100
w - ——BSA
0.0 - - - : 0 - . T
400 500 600 700 800 900 600 700 800 900
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 2.1. (4) Spectrul de extinctie si (B) spectrele de fotoluminiscenta ale BSA-AuNCs (linia
neagra) si BSA (linia rosie). Insetul reprezinta solutia coloidala de BSA-AuNCs expusa la lumina

ambientala si la lumina UV. Figura adaptata din [23].

Din punct de vedere al emisiet, solutia coloidala a BSA-AuNCs prezinta o fotoluminiscenta
in rosu Indepartat localizata la 670 nm sub excitatie de 530 nm (Figura 2.1. B). Este demn de
mentionat ca nu a fost observata nicio emisie pentru solutia echivalentd de BSA la aceeasi lungime

de unda de excitatie.
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Din punct de vedere morfologic, masurdtorile DLS aratd cd dimensiunea medie a
complexului BSA-AuNC este de 25 + 12 nm. Luand in considerare faptul ca o singura proteina de
BSA are dimensiuni de 4 nm x 4 nm x 14 nm, dimensiunea hidrodinamica raportatd a BSA-AuNCs
indica polimerizarea mai multor lanturi BSA. Aceasta teorie a fost confirmata de imaginea TEM
reprezentativd cu marire mica. Mai mult, imaginile HRTEM ale unui complex BSA-AuNCs
demonstreaza prezenta nanostructurilor sferice de 2 pana la 3 nm 1n interiorul complexului BSA,
in timp ce analiza elementarda EDX confirma in mod clar ca nanostructurile sunt realizate din aur.
Prin urmare, masuratorile DLS si TEM demonstreaza sinteza cu succes a AuNCs Infasurate intr-o

coroana de BSA.

2.4. Functionalizarea cu acid folic a BSA-AuNCs

Celulele de cancer ovarian supraexprima receptorul folat alfa (FRa), in timp ce receptorul
abia se gaseste in celulele normale sanatoase si, prin urmare, functionalizarea cu acid folic ar
permite tintirea celulelor de cancer ovarian de catre BSA-AuNCs. Astfel, in urma functionalizarii
cu acid folic a BSA-AuNCs (FA-BSA-AuNCs), solutia coloidald a fost investigatd folosind
spectroscopia IR, observandu-se aparitia a doud noi benzi atribuite noii legaturi covalente C-N
formate, intre gruparea carboxil a acidului folic si gruparea amino a BSA. In plus, dimnesiunea
hidrodinamica a crescut cu 3 nm indicand restructurarea complexului, iar potentialul zeta a solutiei
coloidale prezinti o valoare cu 10 mV mai ridicata. In plus, emisia de fluorescentd a BSA-AuNCs
a scazut in intesitate si a shiftat spre albastru cu 12 nm Tn urma incubarii cu acid folic. Toate aceste

rezultate demonstreaza ca BSA-AuNCs au fost functionalizati cu succes cu acid folic.

2.5. Biocompatibilitatea BSA-AuNCs

In continuare, viabilitatea celulelor de cancer ovarian NIH:OVCAR-3, o linie celular cu
FRa supraexprimat, a fost testatd in prezenta BSA-AuNCs si FA-BSA-AuNC folosind teste MTT,
Ambele probe, BSA-AuNCs si FA-BSA-AuNCs, nu prezinta vreun efect toxic asupra viabilitatii

liniei celulare NIH:OVCAR-3 la nicio concentratie testata.
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2.6. Performanta BSA-AuNCs ca agenti de contrast fluorescenti

2.6.1.1n celule

In continuare, a fost evaluat potentialul BSA-AuNCs ca agenti de contrast
fotoluminiscenti pentru vizualizarea tintita a celulelor de cancer ovarian NIH-OVCAR-3 folosind
microscopia de fluorescenceta rezolvata temporal (FLIM). Imaginile FLIM inregistrate pe celulele
netratate si cele tratate cu BSA-AuNC:s si, respectiv, FA-BSA-AuNCs sunt prezentate in Figura
2.2 A-C. Imaginile FLIM demonstreaza internalizarea celulara imbunatatita a FA-BSA-AuNCs in
comparatie cu BSA-AuNCs, superioritate care este oferitd de acidul folic. AuNCs sunt in mare
parte situate 1n jurul nucleului, evidentiind citoplasma celulara, in timp ce, celulele netratate nu
prezintd niciun semnal sub aceeasi excitatie de 520 nm. Mai mult, imaginile FLIM achizitionate
pe celulele NIH-OVCAR-3 tratate cu FA-BSA-AuNCs la diferite adancimi (Figura 2.2. z1.s)

confirma distributia uniforma a AuNCs in interiorul Intregii celule.

(A) Control (B) BSA-AuNCs (C) FA-BSA-AuNCs

-
P
2
t=
3

Figura 2.2. Imagini FLIM confocale a celulelor NIH:OVCAR-3 (A) netratate, (B) tratate cu BSA-
AuNCs si (C) cu FA-BSA-AuNCs. (z1-5) Imagini FLIM ale aceleiasi celule NIH:OVCAR-3 tratate cu FA-
BSA-AuNCs inregistrate la diferite adancimi z. Toate imaginile au fost achizitionate sub excitatie cu

fotoni in pulsuri la 520 nm. Figura reprodusa din [23].
2.6.2. in materiale care imita proprietatile tesutului

Din pacate, majoritatea studiilor imagistice se opresc la nivel celular, cu toate acestea,

trebuie efectuate studii suplimentare pe medii biologice mai complexe pentru a evalua fezabilitatea
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unui nanomaterial pentru a fi utilizat ca agent de contrast. Prin urmare, diferite concentratii de
BSA-AuNCs au fost internalizate Tn materiale care imitd proprietdtile tesutului (phantom) si
eficienta lor ca agenti de contrast fotoluminiscenti a fost evaluata sub excitare cu doi fotoni in NIR.
Imaginile FLIM inregistrate sunt prezentate in Figura 2.3. Imaginile FLIM ale materiale care imita
tesutul tratate cu 20-50% BSA-AuNCs prezintd o fotoluminiscenta omogena, in timp ce, nu a fost
detectat niciun semnal de la materialul de tip phantom control care nu a fost tratatd cu AuNCs.
Mai exact, delimitarea precisa a regiunilor din materialul de tip phantom care a fost tratate cu BSA-
AuNCs de cele netratate demonstreaza capacitatea lor de a colora materialele de tip phantom. In
plus, chiar dacd intensitatea fotoluminiscentei creste odatd cu concentratia de BSA-AuNCs, in
interiorul materialului de tip phantom de agaroza tratata cu 50% BSA-AuNCs au fost gésite regiuni
cu agregare ridicatd. Luand in considerare faptul ca NC-urile si proteinele agregate prezinta
toxicitate ridicatd pentru orice celuld sau tesut, materialul de tip phantom tratat cu 30% BSA-

AuNC a fost aleasa pentru a fi utilizata in experimente viitoare.
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Figura 2.3. Imagini FLIM ale materialelor imitatoare de tesut tratate cu diferite concentratii de BSA-

AuNCs (20, 30 si 50%) inregistrate sub excitati cu doi fotoni de 820 nm. Imagine reprodusa din [24)].

Adancimi mari de penetrare, fototoxicitatea redusa, excitatia localizata sunt doar cateva
dintre avantajele excitarii cu doi fotoni fati de un foton. in timp ce pentru excitare cu un foton, se
poate observa o dependenta liniara intre intensitatea emisiei i puterea excitatiei, pentru excitare
cu doi fotoni ar trebui observatd o dependentd neliniard. Astfel, au fost extrase spectrele de
fluorescentd a materialului de tip phantom tratat cu 30% BSA-AuNCs sub excitare cu doi fotoni
de 820 nm cu o putere de excitare variind intre 5 si 20 mW. In primul rind, informatiile spectrale

ale materialelor de tip phantom tratate cu 30% BSA-AuNCs se potrivesc cu cele ale BSA-AuNCs

18



in solutie cu un maxim localizat la 670 nm, demonstrand ca proprietatile lor de emisie sunt
mentinute in interiorul materialului care imitd tesutul. In al doilea rand, intensitatea
fotoluminiscentei depinde in mod patratic de puterea de excitatie utilizatd, demonstrand fara
indoiald ca emisia este rezultatul unui proces in urma unei excitdri cu doi fotoni. Prin urmare, BSA-
AuNC:s pot fi folositi ca agenti de contrast fotoluminiscenti pentru viitoare aplicatii de imagistica

FLIM in vivo.

2.7. Concluzii

In acest capitol am demonstrat capacitatea BSA-AuNCs de a fi folositi ca agenti de contrast
fotoluminiscenti atat pentru imagistica intracelulara, cat si pentru imagistica simulatd ex vivo,
folosind microscopia FLIM sub excitatie cu un foton si, respectiv, doi fotoni. Dupa sinteza in doua
etape, solutia coloidald de BSA-AuNCs a prezentat o emisie de un rosu aprins localizata la 670
nm sub excitatie de 530 nm, care este stabila n timp si sub iradiere continua. Apoi, BSA-AuNCs
au fost functionalizate cu succes cu acid folic si biocompatibilitatea lor ridicata a fost dovedita prin
teste MTT efectuate pe celulele de cancer ovarian NIH:OVCAR-3. In continuare, imagistica prin
microscopie de fluorescentd a demonstrat capacitatea excelentd a BSA-AuNCs ca agenti de
contrast fluorescenti intracelular. in cele din urma, BSA-AuNCs au fost internalizate in interiorul
materialelor care imita tesutul pentru a le evalua abilitatile de imagistica intr-un mediu simulat ex
vivo. Un semnal puternic a fost obtinut in cazul materialului de tip phantom tratat cu 30% BSA-
AuNCs sub excitatre cu doi fotoni de 820 nm, in timp ce dependenta patratica a fotoluminiscentei
de puterea de excitare a confirmat ca emisia este datoratd unei excitari cu doi fotoni. Prin urmare,

BSA-AuNCs sunt candidati promitatori pentru viitoarele aplicatii de imagistica in vivo.
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Capitolul 3. Nanoclusteri de aur stabilizati de glutation ca
emitatori de luminad in infrarosu apropiat pentru aplicatii de

imagistica de fluorescenta confocala

3.1. Introducere

Agentii de contrast care emit in infrarosu apropiat (NIR) reprezintd o clasd de
nanomateriale biocompatibile si fluorescente care s-au dovedit a fi instrumente excelente pentru
imagistica neinvaziva a tesuturilor. Avand atat lungimi de unda de excitare, cat si de emisie in
prima fereastra biologica, agentii de contrast care emit in NIR pot fi urmariti in interiorul tesutului
pana la o adancime de 1 cm, facandu-i candidati excelenti pentru aplicatii de imagistica in vivo
[25]. Pana in prezent, unii fluorofori aprobati de FDA care emit in NIR au fost deja exploatati
pentru ghidarea in timp real a interventiilor chirurgicale [26,27], cu toate acestea, ei prezinta
dezavantaje semnificative precum stabilitate temporala scdzuta, deplasre Stokes mica si timp de
viatd a fluorescentei care se suprapune cu cea a autofluorescentei tesuturilor. Prin urmare,
dezvoltarea de noi agenti de contrast biocompatibili care emit in NIR este necesara si criticd pentru

evolutia chirurgiei ghidate de imagini bazate pe fluorescenta.

3.2. Sinteza de GSH-AuNCs

Mai multe tipuri de GSH-AuNCs au fost sintetizati printr-o noud procedurd asistatd de

microunde, care este prezentata in Schema 3.1.
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Schema 3.1. Reprezentare schematica a sintezei asistate de microunde a GSH-AuNCs. Figura

reprodusa din [28].
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Intr-un vas al unui reactor de microunde G10, s-a adiugat o solutie de GSH (3 mL, 5 mM)
si volume cuprinse intre 1,0 si 1,3 mL de HAuCl4 (10 mM). Ulterior, vasele au fost iradiate cu

microunde de 850 W timp de 20 de minute la 90 °C.

3.3. Caracterizarea GSH-AuNCs

In primul rand, au fost sintetizate mai multe loturi de GSH-AuNC utilizand procedura
prezentatd in Schema 3.1. Fatd de alte proceduri raportate, noutatea abordarii prezentate in acest
capitol consta in utilizarea iradierii cu microunde pentru reducerea controlata a ionilor de aur, timpi
de sinteza considerabil mai rapizi (20 min) si controlul ridicat al proprietatilor optice ale acestora
prin modificarea raportul molar GSH:HAuCl4, rezultdnd o procedura verde, rapida si simpla.
Toate loturile de GSH-AuNCs prezinta doud benzi de emisie de fluorescenta sub excitatie cu 405
nm (Figura 3.1): o fotoluminiscentd localizatd la 610 nm si una situatd la 800 nm. Dubla
fotoluminiscentd a GSH-AuNC:s se datoreaza celor doud conformatii diferite pe care GSH le poate
avea pe suprafata AuNCs impreuna cu gradul diferit de acoperire a suprafetei pe care GSH il

asigura [29].
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Figura 3.1. Spectrele de fotoluminiscenta ale tuturor loturilor de GSH-AuNC sintetizate prin
varierea volumului de HAuCl4 sub excitatie de 405 nm. (B) Dependenta raportului de intensitate a
fotoluminiscentei (Is00/Is10) impreund cu depententa intensitatii de emisie a fotoluminiscentei de la 800 nm

de volumul utilizat de HAuCly. Figura reprodusa din [28]

Avand in vedere ca acest capitol este axat pe sinteza agentilor de contrast fotoluminiscenti
care emit in NIR, dupa o analiza atentd a raportului de intensitate dintre emisiile in rosu si emistiile
in NIR corelate cu intensitatea emisiei in NIR (Figura 3.1.B), GSH- AuNC:s sintetizati cu 1.2 ml

de HAuCls au fost alesi pentru investigatii ulterioare. GSH-AuNCs selectati prezinta o de absorbtie
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tipica NCs. Solutia coloidald de GSH-AuNCs prezinta o culoare verde-galbuie care devine rosie
la expunerea la UV, o confirmare vizuald a fotoluminiscentei lor intrinseci. Spectrul de excitatie
evidentiazd gama largd de lungimi de unda la care pot fi excitati GSH-AuNCs. Randamentul
cuantic a emisiei in NIR a fost calculat ca fiind 9.9%. In plus, timpul de viata a emisiei in rosu s-a
obtinut ca fiind 407 ns, si de 1821 ns in cazul emisiei in NIR, ambele avand valori mult mai mari
decat cea a autofluorescentei mediului biologic de 2-3 ns, demonstrand astfel fezabilitatea GSH-

AuNCs de a fi utilizati ca agenti de contrast care emit in NIR pentru aplicatii de imagistica.

3.4. Performanta GSH-AuNCs ca agenti de contrast in interiorul materialelor

imitatoare de tesut

Tinand cont de faptul cd biocompatibilitatea ridicata a GSH-AuNCs a fost raportata
anterior in mai multe studii, GSH-AuNCs au fost internalizati In interiorul unui material de tip
phantom pentru a evalua eficienta lor ca agenti de contrast care emit in NIR folosind microscopia
de fluorescentd confocalad de tip re-scanare (RCM) si FLIM sub excitatie de 640 nm. Imaginile
FLIM obtinute (Figura 3.2.A) prezintad un semnal fotoluminiscent de intensitate mare sub excitare
la 640 nm, in timp ce materialul de tip phantom netratat (control) nu prezitd niciun semnal,
demonstrand ca semnalul inregistrat provine de la GSH-AuNCs. Mai mult, spectrul de
fotoluminescenta inregistrat de la materialul de tip phantom tratat cu GSH-AuNCs sub excitare cu
640 nm, prezintd o deplasare spre albastru de 25 nm in comparatie cu spectrul obtinut in solutie
(Figura . Aceastd schimbare a fost cauzata cel mai probabil de aglomerarea NCs, aglomerare care
are loc dupd internalizarea GSH-AuNCs in interiorul materialului de tip phantom care imitd
tesutul. Nu in ultimul rand, imaginile RCM ale materialelor de tip phantom tratate cu GSH-AuNCs,
obtinute dupa reconstructia mai multor imagini 2D confocale de la diferite adancimi, confirma
distributia GSH-AuNCs in intreaga masa a materialului, care sunt in acord direct cu imaginile
FLIM prezentate mai sus. Avand in vedere cd majoritatea agentilor de contrast fotoluminiscenti
sunt testati doar pe celule, 1n acest capitol, s-a demonstrat cd GSH-AuNCs avand un timp de viata
lung si o emisie in NIR sunt capabili sd functioneze ca agenti de contrast fotoluminiscenti in
interiorul materialelor de tip phantom si, prin urmare, demonstreaza potentialul lor de a fi utilizati

in viitoare aplicatii de bioimagistica ex vivo si chiar in vivo.
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Figura 3.2. (4) Imagini FLIM ale materialelor de tip phantom tratate cu GSH-AuNCs
inregistrate la diferite adancimi (Z1-Z3) sub excitatie de 640 nm. (B) si (C) Imagini RCM ale materialelor
de tip phantom tratate cu GSH-AuNCs achizitionate sub excitatie de 640 nm. (D) Spectrele de
fotoluminiscentd ale GSH-AuNCs in solutie in comparatie cu cea inregistrata in interiorul materialelor

de tip phantom. Figura reprodusa din [28].

3.5. Concluzii

In cadrul acestui capitol, am sintetizat GSH-AuNCs folosind o procedurd noui si am
dovedit ca au capacitatea de a functiona ca agenti de contrast care emit in NIR folosind microscopii
confocale de fluorescentd de tip RCM si FLIM. GSH-AuNC:s care prezinta o emsie fotostabila au
fost sintetizati printr-o abordare asistatd de microunde. NCs obtinuti prezinta doud emisii: una in
rosu situatd la 610 nm si una in NIR localizata la 800 nm cu un randament cuantic de 9,9%. Am
constatat ca timpul de viata de fluorescenta a celor doud emisii este de 407 ns pentru emisia in rosu
si 1821 pentru cea in NIR. In plus, am dovedit ca GSH-AuNC prezinti o emisie in NIR fotostabila
sub o gama larga de lungimide unda de excitare, inclusiv 640 nm, facandu-le potrivite pentru
aplicatii de bioimagistica. Prin urmare, GSH-AuNCs au fost internalizati in materialelor de tip
phantom si am demonstrat capacipatea lor de a fi folositi ca agenti de contrast folosind doua tehnici

complementare RCM si FLIM.
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Capitolul 4. Platforme portabile pe baza de hartie impregnate
cu nanoclusteri de aur pentru detectia eficienta a ionilor de metale

grele.

4.1. Introducere

In ultimele decenii, poluarea cu ioni de metale grele s-a dovedit a fi o sursia majora de
ingrijorare pentru mediu si sdndtatea umana datorita toxicitatii acestora ridicatd si proprietatilor
nebiodegradabile [30,31]. De exemplu, concentratia mare de ioni de cupru (Cu?") poate provoca
insuficienta hepaticd sau renald [32], dar poate fi si mortala pentru viata subacvatica [33], in timp
ce ionii de fier (Fe) pot induce tulburari precum Parkinson, Alzheimer sau chiar tensiune arteriala
scizuti. [34]. In zilele noastre, sunt utilizate mai multe moduri pentru a determina concentratia
ionilor de metale grele din probele de apa, cum ar fi spectroscopie de absorbtie atomica ,
spectroscopie Raman amplificatd de suprafatd, cromatografia, metode electrochimice, etc. . Cu
toate acestea, tehnicile de detectie mentionate mai sus prezintd dezavantaje: sunt costisitoare si
consumatoare de timp, deoarece probele trebuie trimise la laboratoare sau institutii specializate,
unde personal calificat efectueaza analiza folosind echipamente grele si costisitoare. Prin urmare,
existd o necesitate mare de a dezvolta metode noi, mai rapide si mai accesibile de detectie sensitiva

si selectiva a ionului de metal greu tinta.

4.2. Nanoclusteri de aur stabilizati de BSA pentru detectia selectiva si

cuantificarea ionilor de cupru

4.2.1. Sinteza de BSA-AuNCs

BSA-AuNCs au fost sintetizati folosind o proceduri similara descrisa in sectiunea 2.2. In
detaliu, temperatura de sinteza a fost crescuta la 50 °C, ceea ce a imbunatatit timpul procedurii cu
24 de ore. Mai mult, addugarea de NaOH (0,5 ml, 1 M) pentru a doua oara nu a mai fost necesara,

deoarece sinteza a fost finalizatd dupa numai 24 de ore.
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4.2.2. Caracterizarea BSA-AuNCs

Dupa sintetizarea BSA-AuNC:s printr-o procedura optimizata in comparatie cu cea utilizata
in Capitolul 2, NCs au fost caracterizate atat spectroscopic, cat si morfologic. Spectrul UV-Vis
prezintd o absorbtie tipica NCs, neobservandu-se aparitia unei benzi LSPR in regiunea vizibila.
Emisia BSA-AuNCs a fost evaluata folosind un spectrofluorometru portabil echipat cu excitatie
pe baza de LED. Fotoluminiscenta BSA-AuNCs afigseaza un varf situat la 670 nm sub excitatia de
502 nm, acesta fiind cel mai potrivit LED pentru a maximiza emisia de fotoluminiscentd. Mai
mult, imaginile HR-TEM, achizitionate folosind un microscop Hitachi, expun AuNCs cu o
dimensiune medie de 3 nm care sunt incorporate in interiorul unei coroane de BSA. Atat

caracterizarea spectroscopica, cat si morfologica demonstreaza formarea cu succes a BSA-AuNCs.

4.2.3. Performanta BSA-AuNCs ca senzor coloidal

Testele de sensibilitate si selectivitate in cadrul acestui capitol au fost efectuate utilizand
un spectrufluorimetru ieftin cu o configuratie portabila, care poate fi dus direct la locul de prelevare
si poate cuantifica analitul dorit. In urma interactiunii solutiei coloidale de BSA-AuNCs cu ioni
metalici comuni s-a observat cd ionii de Cu induc o stingere de 53% a intesitatii de emisie a BSA-
AUNCs, demonstrand astfel selectivitaca ridicatd a BSA-AuNCs fatd de ionii de Cu. In continuare,
am evaluat sensibilitatea senzorului coloidal fatd de detectia ionilor de Cu in solutie, obtindndu-se

o stingere din ce n ce mai mare o data cu cresterea concentratiei de ioni de Cu (Figura 4.1.A).
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Figura 4.1. (4) Spectrele de fotoluminiscenta ale BSA-AuNCs sub excitatie de 502 nm in prezenta a
concentratii diferite de Cu**. (B) Testul de sensibilitate prezentat ca dependentd de raportului de

intensitate al fotoluminescentei BSA-AuNCs (I/10) de concentratia de Cu’*. Figura adaptatd din [35].
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In urma plotarii efectului de stingere a fotoluminescentei in raport cu concentratia de Cu®*
testatd s-a obtinut doua zone liniare de detectie: una pentru concentratii mici (0-17 uM) si una
pentru concentratii mari (17-1724 uM) ambele cu coeficienti de corelare foarte buni (Figura
4.1.B). Limita de detectie a cestui senzor a fost calculata ca fiin 0.83 uM ceea ce este o valoare
mult mai mica decat nivelul maxim de Fe acceptat in apa de baut de catre Agentia de protectie a

mediului de 20 uM.

4.2.4. Detectia de ioni de cupru folosind platforma pe baza de hartie impregnata cu

BSA-AuNCs
4.2.4.1. in conditii de laborator

In zilele noastre, dezvoltarea unor metode noi de detectie ieftine si usor de utilizat, care pot
depasi dezavantajele abordarilor complicate si consumatoare de timp reprezintd obiectivul
numarul unu al acestui domeniu. Prin urmare, ca dovada conceptuald, proprietatile excelente ale
hartiei de filtru au fost combinate cu capacitatea de detectic a BSA-AuNCs pentru a dezvolta un
senzor ieftin, portabil, calitativ si semi-cantitativ pentru detectia specifica a ionilor de Cu. Astfel,
concentratii cuprinse intre 0 si 250 uM de ioni de Cu au fost picurate peste hartia impregnata cu

BSA-AuNC:s si a fost evaluat efectul de stingere al fotoluminiscentei (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Imagini fotografice ale senzorului pe baza de hdrtie impregnata cu BSA-AuNCs achizitionate

sub lumina UV, la o ord dupa incubarea cu ioni de Cu la concentratii cuprinse intre 0 si 250 uM. Zonele
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impregnate cu BSA-AuNCs au fost lasate in prealabil sa se usuce pentru diferite perioade de timp, de la 1

ord la 14 zile. Figura reprodusa din [35].

In comparatie cu punctele control incubate doar cu apa ultrapuri (coloana din stanga din
Figura 4.2), modificari de culoare au fost observate in mijlocul zonelor de detectie care au fost
incubate cu o solutie care contine diferite concentratii de Cu**. Acest fenomen are loc datoriti
efectului de stingere al fotoluminiscentei BSA-AuNCs, fenomen activat de interactiunea lor cu
ionii de Cu in interiorul hartiei de filtru. Comportamentul diferit al senzorului pe hartie pe doua
intervale de concentratie (de la 5 la 20 uM si peste 50 pM) este in concordanta cu cele doua
intervale liniare de detectie obtinute n cazul senzorului coloidal. Limita de detectie a senzorului

bazat pe hartie impregnata cu BSA-AuNCs am calculat-o ca fiind de 5 pM.

4.2.4.2. din probe reale

Urmatorul pas a fost evaluarea capacitétii senzorului bazat pe hartie impregnata cu BSA-
AuNCs de a detecta ionii de Cu din probe reale de apa. Probele de apa reale testate nu contin
concentratii detectabile de ioni de Cu. Prin urmare, probelor le-au fost adaugate concentratii de Cu
de 5, 10, 20, 157 si, respectiv, 188 uM si au fost testate din nou. In urma unei examinari vizuale a
zonelor de detectie, am demonstrat ca platforma de detectie pe baza de hartie impregnatd cu BSA-
AuNCs este capabild sa detecteze concentratii de pand la 5 uM din probele reale de apa. Chiar
dacd aceasta concentratie este inofensiva pentru corpul uman, poate ucide pestii dupa expunere

pentru doar cateva ore.

4.2.5. Concluzii

In concluzie, rezultate obtinute demonstreazi ca platforma de detectie pe bazi de hartie
impregnata cu BSA-AuNCs poate fi utilizata cu succes intr-unul din urmatoarele doua moduri: (1)
atunci cand este exploatatd pentru testele de apa potabild, stingerea produsa de o picaturd de apa
de 5 pL indica faptul ca contine concentratii de ioni de Cu care depasesc nivelul de 50 uM si (2)
atunci cand sunt exploatate pentru mediul subacvatic, detectarea vizuala a Cu dupa doua picaturi

de 5 pL confirma ca proba de apa este mortala pentru pesti si orice alta vietuitoare subacvatica.
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Prin urmare, senzorul pe baza de hartie impregnatd cu BSA-AuNCs reprezintd o platforma

promititoare pentru detectarea usoard, rapida si ieftind a Cu?* din probele de api reale.

4.3. Nanoclusteri de aur stabilizati de histidind (His-AuNCs) pentru detectia

selectiva si cuantificarea ionilor de fier

4.3.1. Sinteza de His-AuNCs

His-AuNCs au fost sintetizati printr-o metodd asistati de microunde. Intr-un vas de
microunde G10, s-au adaugat 3 mL de His (0,1 M) peste 1,5 mL de HAuCl4 (10 mM) si amestecul
a fost introdus in reactorul de microunde. Ulterior, a fost iradiat cu microunde la 850 W timp de
30 de minute la 90°C si 1200 rpm. His-AuNCs obtinute au fost purificate intr-un concentrator

centrifugal de 10 kDa de la Satorious pentru a elimina reactivii nereactionati.

4.3.2. Caracterizarea His-AuNCs

In urma sintezei, culoarea solutiei coloidale de His-AuNCs a fost verde-pal, iar sub
excitatie cu lumind UV, aceasta a devenit albastrd, dovedind vizual cd His-AuNCs au
fotoluminiscenta intrinsecd. In urma unor investigatii folosind spectroscopia de fluorescent,
solutia coloidald de His-AuNCs prezintd un varf de excitatie situat la 380 nm si o fotoluminiscenta
localizati la 471 nm. In plus, in comparatie cu fotoluminiscenta His-AuNCs preparati folosind o
procedura din literatura [35], sinteza propusa in acest capitol a dus la obtinerea de His-AuNCs care
prezintd o fotoluminiscentd imbunatatitd de patru ori sub aceeasi excitatie de 380 nm. De
asemenea, fotoluminiscenta His-AuNCs s-a mentinut la peste 91% din intensitatea sa initiala sub

timp de 15 minute iradiere continud la 380 nm, demonstrand fotostabilitatea acestora ridicata.

4.3.3. Performanta His-AuNCs ca senzor coloidal

In urma testelor de selectivitate in prezenta a diferiti ioni metalici, s-a observat o stingere
selectiva a fotoluminiscentei His-AuNCs in urma interactiunii cu ioni de Fe. Mecanismul care

explica efectul de stingere a fotoluminiscentei ar putea fi legat de agregarea indusa de ionii de Fe
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asupra NCs. Agregarea poate avea loc datoritd unui fenomen de cross-linking intre gruparea
carboxil si amino a histidnei alimentata de ionii de Fe. Mai mult, a fost investigata sensibilitatea
senzorului coloidal fata de detectia ionilor de Fe prin incubarea solutiei coloidale de His-AuNCs
cu concentratii crescitoare de ioni de Fe de la 0 la 44 mM. In urma proceselor de fitare a efectului
de stingere a fotoluminiscentei in functie de concentratia testatd s-a obtinut o zond liniard de
detectie intre 0.022 si 4.4 mM si o limitd de detectie de doar 0.2 uM. Avand in vedere ca
concentratia maxima acceptata de ioni de Fe in apa conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii este
de 35 uM, senzorul coloidal este potrivit pentru a preveni nivelele periculase de ioni de Fe din apa

potabila.

4.3.4. Detectia de ioni de fier folosind platforma pe baza de hartie impregnata cu

His-AuNCs
4.3.4.1. in conditii de laborator

Dupa cum a fost demonstrat mai sus, performanta solutiei coloidale de His-AuNCs ca
platforma de detectie este remarcabild. Cu toate acestea, aceastd abordare prezintd unele
dezavantaje, cum ar fi accesibilitatea scazuta, portabilitatea scdzuta, este consumatoare de timp si
este obligatoriu sd fie efectuata de personal instruit. Prin urmare, His-AuNCs au fost impregnati
pe hartie de filtru Whatman pentru a dezvolta o platforma de detectie ieftina, rapida si portabila
pentru identificarea si cuantificarea selectiva a ionilor de Fe din apd, asa cum este prezentat pe

scurt in Schema 4.1.

Portable sensing platform
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Schema 4.1. Reprezentare schematica a fabricarii senzorului pe baza de hartie impregnatd cu
His-AuNCs si a modului de detectie viazuala a ionilor Fe folosind aceasta platforma. Schema reproduce

din [36].
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Dupa impreganare hartiei de filtru cu His-AuNCs, platforma a fost lasate sa se usuce pentru
o 71, iar apoi au fost picurate solutii care contin concentratii crescatoare de ioni de Fe peste zonele

active de detectie (Figura 4.3)

Fe?* concentration (uM)

Figura 4.3. Fotografii ale platformei de detectie pe baza de hartie impregnata cu His-AuNCs
achizitionate sub lumina UV, la 15 minute dupa incubarea senzorului cu ioni de Fe (0-123 uM). Figura

adaptata din [36].

Zona de detectie testatd cu proba control (contine doar apa ultrapurd), nu sufera modificari
de intensitate sau culoare (primul punct de detectie in Figura 4.3). Cu toate acestea, zonele de
detectie care au fost contaminate cu o concentratie crescatoare de ioni de Fe prezintd o schimbare
de culoare detectabild vizual indusd de interactiunea dintre ionii de Fe si His-AuNCs impregnati.
In mod explicit, culoarea din mijlocul zonei de detectie se schimba de la albastru la gri-negricios,
deoarece platforma de detectie interactioneaza cu concentratii mai mari de ioni de Fe, demonstrand
ca senzorul pe baza de hartie impregnata cu His-AuNCs este capabil sa detecteze ionii de Fe. Mai
mult, pata intunecatd creste In diametru pe masura ce creste concentratia ionilor de Fe, dovedind
ca senzorul este si sensibil la detectia ionilor de Fe din apd. Prin urmare, intensitatea albastra a
zonelor de detectie contaminate cu Fe a fost extrasa folosind ImageJ si a fost reprezentata grafic
in comparatie cu intensitatea albastra a controlului (I/10) fata de concentratia de ioni de Fe de la 0
la 123 uM. In urma proceselor de fitare s-a obsinut o zon liniard de detectie intre 9 si 97 uM si o
limita de detectie de 3.2 uM, demonstrand ca senzorul bazat pe hartie impregnata cu His-AuNCs

este relevant pentru detectarea nivelelor periculoase de ioni de Fe.

4.3.4.2. din probe reale

Odata demonstratd capacitatea platformei bazatd hartie impregnata cu His-AuNCs de a
detecta selectiv si sensitiv ionii de Fe in conditii de laborator, urmatorul pas a fost evaluarea

capacitatii acesteia de a detecta si cuantifica ionii de Fe din probe reale de apa. Pentru aceste
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experimente, probele de apa au fost colectate din surse locale cum ar fi apa de izvor, rau si apa de
la robinet si au fost testate pe senzorul propus. Pentru apele locale testate, nu au fost descoperite
urme de ioni de Fe de catre senzorul pe hartie, prin urmare, probelor s-au adaugat 35 pM de ioni
de Fe si testele au fost efectuate din nou. Dupa o investigatie vizuald, s-a observat o stingere a
fotoluminescentei His-AuNCs impregnati, similard cu cea obtinutd in conditii de laborator cu
aceeasi concentratie. In plus, intensitatea de albastru a fost extrasa in cazul fiecarei probe si
folosind zona liniara de detectie obtinutd in conditii de laborator a fost calculatd concentratia de
Fe din proba reala, obtinandus-se valori intre 35.7 si 36.9 uM, demonstrand astfel acuratetea

ridicata a senzorului portabil propus.

4.3.5. Concluzii

In concluzie, a fost dezvoltatd o platform noud, rapida si ieftind pe bazi de hartie
impregnata cu His-AuNCs pentru detectia selectiva si cuantificarea concentratiilor periculoase de
ioni de Fe din probele reale de apa. His-AuNC-urile au fost sintetizate printr-o noud metoda asistata
de microunde, rezultind AuNCs cu o fotoluminiscenta intrinseca albastra situatd la 471 nm sub
excitare la 380 nm. In plus, a fost dovedita selectivitatea solutiei coloidale His-AuNCs fati de
detectarea ionilor de Fe, in timp ce testele de sensibilitate au expus zond liniara de detectie de la
0,022 la 4,4 mM Impreuna cu o limitd de detectie de 0,2 uM. Apoi, His-AuNC-urile au fost
impregnati pe hartie de filtru Whatman pentru a fabrica un dispozitiv de detectie accesibil, usor de
utilizat si portabil pentru cuantificarea precisa a ionilor Fe din probe de apad. Senzorul bazat pe
hartie imgregnata cu His-AuNCs prezinta o zona liniara de detectie intre 9 si 97 uM si o limita de
detectie de 3.2 pM. In final, acuratetea ridicata a senzorului a fost demonstrati in urma testelor pe
probe reale. Prin urmare, senzorul pe baza de hartie imrpegnata cu His-AuNCs reprezinta un
candidat promitator ca dispozitiv de tip lab-on-a-chip pentru detectia rapidd si ieftind a

concentratiilor ddunatoare de ioni de Fe din probe reale de apa.
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Partea a II-a. Contributii la sinteza de noi nanoparticule de
metal nobil pentru aplicatii ca agenti de contrast SERS,

nanoantibiotice si platforme de detectie
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Capitolul 5. Nanoparticule bimetalice de tip miez@coaja
aur@argint stabilizate de B-ciclodextrina polimerica ca agenti de

contrast SERS si nanoantibiotice

5.1. Introducere

Nanoparticulele bimetalice reprezintd o noua clasa de nanoobiecte care imbina proprietatile
a doua metale diferite intr-o singurd NP. In ultimul deceniu, NPs bimetalice au generat un interes
imens datoritd capacitatii lor de a fi utilizate n aplicatii multiple, cum ar fi nanomedicina,
senzoristica, imprastiere Raman amplificatd de suprafatd (SERS), imagistica si cataliza [37-40].
Cu toate acestea, proprietdtile lor fizico-chimice impreuna cu proprietatile lor biologice nu au fost
inca pe deplin explorate [41]. Prin combinarea a doud metale, este indusa o modificare a densitatii
lor electronice, prin urmare, datoritd caracteristicilor lor optice, electronice, termice si catalitice
unice, NPs bimetalice au fost raportate a fi superioare NPs monometalice [42]. Mai mult, raportul
metalelor, timpul si temperatura sunt parametrii care pot influenta distributia internd a NPs
bimetalice si pot fi obtinute structuri precum aliaje omogene, miez-coaja sau ceva intermediar. Cu
toate acestea, momentul reducerii este parametrul cheie in controlul structurii interne a NPs
bimetalice, deoarece ambii ioni metalici sunt redusi simultan, se va obtine un aliaj, In timp ce daca

acestia sunt redusi in doua etape diferite, se va obtine o structurd miez-coaja.

5.2. Sinteza de nanoparticule bimetalice de tip miez@coaja aur@argint

stabilizate de B-ciclodextrind polimerica (PolyCD-Au@AgNPs)

PolyCD-Au@AgNPs au fost sintetizate folosind o procedura in doud etape: (1) sinteza
miezului de aur - prin amestecarea a 1,5 ml de HAuCls (10> M) cu 9 ml de B-ciclodextrini
polimerica (PolyCD solutie apoasa - 2 mg/mL) sub agitare magnetica la 70 °C, obtinandu-se NPs
de aur stabilizate de PolyCD (PolyCD-AuNPs); si (2) depunerea coajei de argint — la 5 mL de
PolyCD-AuNP s-au addugat 30 pL de acid ascorbic (0,1 M) si 10 uL de AgNOs (0,1 M) sub agitare
magnetica timp de 1 ord si addugarea a fost repetatd inca doud ori, rezultand o solutie coloidala

portocalie care contine PolyCD-Au@AgNPs.
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5.3. Caracterizarea PolyCD-Au@AgNPs

NPs de tip miez@coaja Au@Ag stabilizate de PolyCD au fost sintetizate printr-o procedura
in douad etape. Mai intai, AuNPs au fost preparate conform procedurii prezentate in sectiunea 5.2,
dupa care culoarea solutiei coloidale a devenit violet si o0 banda LSPR localizata la 527 nm a fost

observata in spectrul UV-Vis care este tipica pentru AuNPs (Figura 5.1)
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Figura 5.1. Spectrele UV-Vis ale PolyCD-AuNPs (nanoG) si PolyCD-Au-AgNPs (nanoGS) dupa fiecare
adaugare de AgNO:s (inset - fotografie a solutiilor coloidale de PolyCD-AuNPs si PolyCD-Au-AgNPs).
Figura adaptata din [43].

In continuare, au fost efectuate trei adaugiri succesive de AgNOs si culoarea solutiei
coloidale a devenit portocaliu-maronie, in timp ce spectrul UV-Vis s-a largit si a crescut in
intensitate. Mai mult decat atat, banda LSPR s-a deplasat 1a 403 nm, ceea ce a fost observat anterior
pentru Au@AgNPs de tip miez@coaja si se datoreazd noului tip de rezonanta plasmonica care
apare pentru electronii care oscileaza la interfata dintre nucleul de Au si coaja de Ag [53]. Mai
mult, morfologia noilor nanostructuri de Au si Au@Ag a fost evaluatd folosind tehnica TEM.
PolyCD-AuNPs prezintda o forma sfericd cu o dimensiune medie de 8 + 3 nm, calculatd dupa
masurarea a mai mult de 300 NPs. Mai mult, dupa adaugarea finala de AgNO3, a fost observata in
imaginile TEM aparitia unei coaje de Ag. In mod specific, miezul Au observat mai intunecat poate
fi usor distins de nvelisul Ag mai stralucitor, care s-a format uniform in jurul miezului. Diferenta
de nuantd a nucleului de Au si a coajei de Ag se datoreaza diferentelor de densitate electronica
dintre cele doud elemente. Dimensiunea medie a PolyCD-Au@AgNPs a fost calculata ca fiind de

11 + 3 nm, demonstrand cd grosimea medie a invelisului de Ag este de aproximativ 1,5 nm
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5.4. PolyCD-Au@AgNPs ca nanoantibiotic

In urma unor teste initiale, PolyCD-Au@AgNPs prezinti efecte antimicrobiene fati de
toate tulpinile de bacterii testate (S. aureus, E. coli, P. Aeruginosa), pe cand pentru PolyCD si
PolyCD-AuNPs nu au fost observate efecte antimcrobiene. Astfel pentru a Inbunatatii activitatea
antimicrobiana a acestora, PolyCD-Au@AgNPs au fost conjucate cu Linezolid (Lz), un antibiotic
comercial cunoscut pentru activitatea sa impotriva tulpinilor Gram-pozitive. Noile PolyCD-
Au@AgNPs conjugate cu Lz (nanoGS-Lz) au fost preparate prin hidratarea unui film organic de
Lz cu o solutie coloidald de PolyCD-Au@AgNPs la un raport molar intre ciclodextrina si Lz de
1:1, 1:0,5 si 1:0,25 (nanoGS-Lzl, nanoGS-Lz2, nanoGS-Lz-3). Apoi, profilul activitatii
antimicrobiene a noilor complexi formati a fost evaluat impotriva tulpinilor Gram-negative precum
E. coli si P. aeruginosa impreuna cu tulpini Gram-pozitive precum S. Aureus si forma sa rezistenta

la meticilind (MRSA).

Antibioticul Lz are o activitate bacteriostaticd, asa cum era de asteptat, impotriva tulpinilor
Gram-pozitive (S. aureus si tulpina MRSA de S. aureus) cu o concentratie minimima inhibitorie
(CMI) calculata la 0,97 pg/mL si, respectiv, 1,95 pg/mL. Noii complexi nanoGS-Lz au prezentat
o activitate antibacteriand mai largd in comparatie cu PolyCD-Au@AgNPs singure, in timp ce
complexii Lz1 si Lz2 s-au dovedit a fi cei mai eficienti. Ultimii mentionati au prezentat o activitate
antibacteriani excelenta impotriva tuturor tulpinilor Gram-pozitive si Gram-negative testate. In
special, toti complexii nanoGS-Lz au fost bactericizi impotriva tulpinilor Gram-negative (E. coli
si P. aeruginosa), in timp ce impotriva tulpinilor Gram-pozitive (S. Aureus impreuna cu forma
MRSA) a fost observata activitate bactericida numai pentru complexii cu un raport molar Lz/Ag
mai mare (nanoGS-Lz1 si nanoGS-Lz2). Eficienta lor impotriva tulpinilor de S. aureus si MRSA
depinde strict de concentratia de Lz, deoarece nu s-a observat o scadere a CMI odata cu cresterea
concentratiel de Ag. Mai mult, conjugarea Lz cu PolyCD-Au@AgNPs a dus la o crestere a CMI
fata de S.aureus si tulpinile de MRSA in comparatie cu Lz singur datorita eliberarii mai lente a Lz
care este captatd in cavitatea ciclodextrinei. In general, testele antibacteriene au dovedit rolul
crucial al ciclodextrinei Incdrcate pozitiv In activitatea antibacteriand a PolyCD-Au@AgNPs. Mai
exact, PolyCD imbunititeste adsorbtia NPs pe peretele bacterian prin atractie electrostatici. In

plus, ionii de argint eliberati de PolyCD-Au@AgNPs au produs o functionare defectuoasd a
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peretelui bacteriilor Gram-negative ucidendu-l in cele din urma, in timp ce conjugarea cu Lz a

PolyCD-Au@AgNPs a fost cruciala pentru uciderea bacteriilor Gram-pozitive.

5.5. PolyCD-Au@AgNPs ca agenti de contrast SERS

Pentru a intelege mai bine zona intracelulara de internalizare a NPs, PolyCD-Au@AgNPs
au fost functionalizate cu o moleculd reporter Raman pentru a fi urmarite printr-un microscop
Raman confocal. Dupa confirmarea biocompatibitatii ridicate a noului agent de contrast format
(SERS-nanoTag), urméatorul pas a fost sd investigdm internalizarea acestora in celule, distributia
lor si localizarea noilor SERS-nanoTag in interiorul celulelor vii de cancer ovarian (NIH:OVCAR-

3) folosind microscopia Raman confocala sub excitare la 532 nm (Figura 5.2).
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Figura 5.2. (4) Imaginea optica in cdmp luminos a celulei de cancer ovarian NIH: OVCAR-3 incubata cu
SERS-nanoTag. Hartile Raman ale aceleiasi celule care au fost generate prin mapare graficd a
intensitatii varfurilor de la (B) 1574 cm-1 si (C) 2800-3100 cm-1 (D) O imagine suprapusa a hartilor
Raman din imaginea (B) si (C). (E) Spectrele Raman extrase dintr-o zona a celulei care contine SERS-
nanoTags (linia rosie) si care nu contine SERS-nanoTags (linia albastra) in comparatie cu spectrul SERS

al SERS-nanoTags in solutie coloidala sub excitatie de 532 nm. Figura reprodusa din [43].

Structura celulei a fost reprezentata prin maparea grafica a intensitatii varfului de la 2800-

3100 cm! atribuit vibratiilor de intindere a lipidelor C-H (Figura 5.2.C), in timp ce distributia si
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localizarea SERS-nanoTag in aceeasi celuld a fost obtinuta prin maparea intensitatii varfului de la
1574 cm’!, cel mai intens varf al semnalului amprenti al SERS-nanoTags (Figura 5.2.B). Prin
suprapunerea celor doud harti Raman generate (Figura 5.2.D), a fost observata o internalizare
intracelulara ridicatd a SERS-nanoTags (zona rosie) in interiorul celulei scanate (zona albastrd).
PolyCD-Au@AgNPs sunt bine distribuite in interiorul citoplasmei celulei, mai ales in jurul
nucleului, dar nu penetreazia membrana acestuia. In plus, spectrul SERS extras din zona celulei cu
SERS-nanoTAgs (zona rosie) ilustreaza atat semnalul Raman tipic al celulei, cat si amprenta SERS
a MPBA (Figura 5.2.E). Rezultatele mentionate mai sus demonstreaza ca PolyCD-Au@AgNps
functionalizate cu MPBA sunt candidati promitatori ca agenti de contrast SERS pentru aplicatii de

imagistica intracelulara.

5.6. Concluzii

In acest capitol, au fost sintetizate NPs de tip miez@coaji Au@Ag stabilizate cu PolyCD
folosind o abordare 1n doua etape prin exploatarea caracteristicilor unice ale polimerului cationic
de ciclodextrina. Analiza spectroscopica si morfologica a confirmat sinteza reusitd a unei structuri
miez(@coaja, oferind in acelasi timp informatii esentiale privind rdspunsul plasmonic, dimensiunea
si stabilitatea coloidali. In mod specific, masuritorile de spectroscopie UV-Vis efectuate pe
PolyCD-AuNPs prezintd o bandd LSPR situatad la 527 nm, in timp ce dupa addugarea de AgNO3,
a fost observata o bandd LSPR localizata la 408 nm, indicand formarea de PolyCD-Au@AgNPs.
Structura sferica miez@coaja a NPs sintetizate a fost confirmata utilizdnd masuratori TEM, in timp
ce histograma de dimensiune a evidentiat un nucleu de Au de 8 nm si o coaja de Ag de 1,5 nm. in
plus, un nou nanoantibiotic a fost realizat prin complexarea Lz cu PolyCD-Au@AgNPs care
prezintd o activitate antibacteriana excelenta impotriva tuturor tulpinilor Gram-pozitive si Gram-
negative testate, inclusiv MRSA. Noul complex nanoantibiotic pe baza de Lz a Tmbundtatit
activitatea antimicrobiana a fiecarui component in parte aplicat singur. Mai mult, PolyCD-
Au@AgNPs prezintad o biocompatibilitate excelentd impotriva celulelor NIH:OVCAR-3 de cancer
ovarian, prin urmare, au fost functionalizate cu o moleculd reporter Raman, MPBA si capacitatea
noilor SERS-nanoTags de a functiona ca agenti de contrast a fost dovedita prin testele de imagistica

celulard folosind microscopia Raman confocala.
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Capitolul 6. Nanoparticule de aur functionalizate cu aptamer

pentru detectia colorimetrica a proteinei C reactive

6.1. Introducere

Deoarece morbiditatea si mortalitatea cauzatd de o infectie a unui organ au crescut in
ultimele decenii, diagnosticul precoce este crucial pentru a preveni inflamatia sau pentru a gestiona
bolile cauzate de infectiile inflamatorii. In ultimul timp, prognosticul, diagnosticul si chiar
tratamentul infectiilor inflamatorii sau a inflamatiei sunt corelate cu biomarkerii din probe
biologice care sunt masurabile. Proteina C-reactiva umana (CRP) este considerata un marker clinic
timpuriu care indica prezenta unor afectiuni inflamatorii sau infectioase corelate cu diferite tipuri
de boli sau stari patologice, cum ar fi infectii virale si bacteriene, sepsis, boli cardiovasculare etc.
[44]. Prin urmare, serul din sdnge uman care contine concentratii de CRP mai mici de 10 pg/mL
indica lipsa de inflamatie, dacd omul are o infectie virala, nivelul de CRP creste intre 10 si 40
pg/mL, pentru o infectie bacteriand nivelul de CRP se situeaza intre 40 si 200 pg/mL, in timp ce
in cazul nefericit al sepsisului CRP creste peste 200 pg/mL [45]. In plus, oamenii care prezinti un
nivel cronic scazut de CRP (sub 5 pg/mL) prezintd riscuri mari de a dezvolta boli coronariene,
infarct miocardic acut si chiar accident vascular cerebral ischemic, prin urmare, analiza CRP joaca
un rol crucial in prevenirea acestor boli. Cu toate acestea, metodele actuale pentru detectarea
precisda a CRP, cum ar fi ELISA, testul chemiluminiscent sau testul imunoturbidimetric, sunt
complexe, consumatoare de timp, extrem de costisitoare, necesita personal cu 1nalta pregétire, ceea
ce le face inadecvate pentru diagnosticul clinic la punctul de ingrijire. Prin urmare, exista o mare
necesitate de a dezvolta metode mai noi, mai rapide si mai ieftine pentru a detecta proteina CRP

din serul uman.

6.2. Sinteza de Cit-AuNPs

Nanoparticulele de aur au fost sintetizate folosind abordarea Turkevich-Frens bazata pe
reducerea ionilor de Au de citre citratul de sodiu. Pe scurt, 100 mL de HAuCls (10~* M) s-au adus
la punctul de fierbere sub agitare magnetica, moment in care s-au addugat 12 mL de citrat de sodiu

(38,8 x 107 M) si s-au ldsat 15 minute si se agite cu caldurd porniti si 15 minute cu cildura oprita.

38



6.3. Caracterizarea Cit-AuNPs

AuNPs stabilizate cu citrat au fost sintetizate folosind procedura Turkevich-Frens. Cit-
AuNPs prezinta o banda LSPR ingusta situata la 520 nm, un raspuns optic tipic al AuNPs sferice.
Ulterior, proprietatile morfologice ale Cit-AuNPs au fost investigate folosind microscopia TEM,
iar imaginea reprezentativa dezvaluie NPs cu o forma sferica si o dimensiune medie de 15 + 1 nm,

demonstrand ca Cit-AuNP-urile sunt foarte monodisperse.

6.4. Functionalizarea Cit-AuNPs cu un aptamer specific proteinei CRP

Aptamerul cu o afinitate mare fata de CRP este de fapt o oligonucleotida cu urmatoarea
secventd 5'-CGA AGG GGA TTC GAG GGG TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3". in
absenta proteinei tinta, aptamerul, o secventd de ADN monocatenar, interactioneaza cu citratul de
pe suprafata AuNPs. Astfel, pentru a obtine o platforma de detectie cu afinitate mare fata de CRP,
Cit-AuNPs au fost incubate cu aptamer la 20 °C intr-un vortex orbital. Dupa 10 minute de incubare
cu aptamer, nu s-a observat nicio modificare a raspunsului LSPR al Cit-AuNPs, demonstrand ca
stabilitatea lor a fost pastratd dupd interactiunea cu aptamerul. Mai mult, banda de absorbtie
specifica aptamerului localizati la 260 nm a fost observata in spectrul UV-Vis dupi incubare. in
plus, pentru a valida functionalizarea Cit-AuNPs cu aptamerul specific CRP, a fost efectuat un test
de stabilitate in prezenta PBS si NaCl a solutiei coloidale. in cazul Cit-AuNPs care nu au fost
incubate cu aptamer, s-a observat o agregare semnificativd in spectrul UV-Vis prin absorbtia in
crestere a solutiei coloidale 1n intervalul de lungimi de unda 600-900 nm. Cu toate acestea, apta-
Cit-AuNPs nu prezintd modificari semnificative in raspunsul lor LSPR in prezenta PBS si NaCl,
demonstrand stabilitatea lor ridicata si, prin urmare, functionalizarea cu succes a Cit-AuNPs cu un

aptamer care prezintd o afinitate mare fata de proteina CRP.

6.5. Detectia colorimetrica a proteinei CRP

Atunci cand proteina CRP este adaugata in solutia coloidala a Cit-AuNPs in prezenta unei

solutii saline, aptamerul se dseprinde de pe suprafata NPs si interactioneaza preferential cu
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proteina CRP, 1dsand NPs expuse la sare, ducand la agregarea NPs si modificarea culorii solutiei

coloidale (Schema 6.1).

@ - Gold nanoparticle AN\ - Aptamer (5-CGAAGG GGA TTC GAG GGG TGA TTG CGT GCT CCA TTT GGT G-3') ‘C} - C-reactive protein (CRP)

+ NaCl

Schema 6.1. Reprezentarea schematica a mecanismului colorimetric de detectare a CRP folosind

apta-Cit-AuNPs.

Urmand strategia mentionatd mai sus, solutiei coloidale de apta-Cit-AuNP s-a adaugat
diferite concentratii de CRP cuprinse intre 1 si 100 pg/mL in prezenta unei concentratii mari de
NaCl. In primul rand, pe masuri ce concentratia incubatia de CRP a crescut, a fost observati o
schimbare treptatd a culorii solutiei coloidale de la rosu visiniu la violet deschis (Figura 6.1.A),
demonstrand capacitatea apta-Cit-AuNPs de a functiona ca senzor colorimetric pentru detectarea

proteinei CRP.
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Figura 6.1. (A) Imagini fotografice si (B) spectrele de extinctie corespunzatoare ale solutiilor coloidale
de apta-Cit-AuNPs incubate cu concentratii diferite de CRP. (C) Raportul de absorbtie dintre banda
LSPR la 590 nm (NPs agregate) si 520 nm (NPs individuale) in functie de concentratia CRP
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In continaure, solutiile coloidale de apta-Cit-AuNPs incubate cu CRP au fost analizate
folosind spectroscopia UV-Vis (Figura 6.1.B), observandu-se o agregare treptata a Cit-AuNPs
odata cu cresterea concentratiei de CRP incubate. Mai mult, raportul de absorbtie dintre banda
LSPR situata la 590 nm (atribuitd NPs agregate) si cea localizatd la 520 nm (specifica NPs
individuale) a fost reprezentatd in functie de concentratia corespunzatoare de CRP, dezvaluind o
zona liniard de detectie intre 1 si 100 pg/mL si o limita de detectie de 2.64 pg/mL. Procedura
bazatd pe agregarea apta-Cit-AuNPs este capabila sa detecteze atat concentratii mici, cat si mari
de CRP, integrand atat analiza CRP standard, cat si analiza CRP de inalta sensibilitate intr-o singura

procedura de detectie.

In final teste de selectivitate au fost realizate in prezenta a diferite substante care se afla in
mod normal in serul uman precum albumind sericd umana, acid ascorbic, urea, mioglobina,
glutamind si CRP, precum si substante care simuleazd serul uman ca si fluid biologic simulat.
Agregarea indusa de NaCl a fost observata doar in cazul interactiunii cu CRP demonstrand astfel

selectivitatea ridicata a senzorului fata de proteina CRP.

6.6. Concluzii

In acest capitol, a fost dezvoltati o procedurd de dectie colorimetrica simpla, rapida si
ieftind pentru cuantificarea selectiva a proteinei CRP, bazata pe efectele de agregare induse de sare
a Cit-AuNPs functionalizate cu aptamer. Cit-AuNPs sintetizate folosind metoda Turkevitch-Frenc
au fost functionalizate cu un aptamer specific proteinei CRP pentru detectarea rapidd (10 min) si
selectivd a CRP pe o gama largad de concentratii folosind echipamente relativ ieftine (spectrometru
UV-Vis). Cuantificarea CRP a fost obtinutd prin reprezentarea si fitarea raportului de intensitate
intre benzile LSPR a NPs agregate (590 nm) si cele individuale (520 nm) fata de concentratiile
corespunzatoare de CRP. Pe langa timpii mai rapizi de analiza si pretul scazut, prin aceasta
abordare am reusit sd detectez atat concentratii mici, cat si mari de CRP, integrand atat analiza

CRP standard, cat si analiza CRP de inalta sensibilitate intr-o singura procedura de detectie.
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Capitolul 7. Concluzii finale si perspective

Scopul acestei teze a fost de a investiga fezabilitatea NCs si NPs din metal nobil de a fi
integrate cu succes 1n dezvoltarea agentilor de contrast, a platformelor de detectie si implementarea

acestora in diverse aplicatii medicale si de mediu.

Concluzii finale
Concluziile finale a tezei mele de doctorat sunt urmatoarele:

1) AuNC:s stabilizati de o coroand de albuminad serica bovind cu o dimensiune medie
de 3 nm si o fotoluminiscenta intrinseca in rosu au fost sintetizate folosind o procedura adaptata.
Ulterior, functionalizarea lor cu acid folic le-a crescut biocompatibilitatea dandu-le in acelasi timp
capacitatea de a tinti celulele cu receptorul FRo supraexprimat. In cele din urma, capacitatea BSA-
AuNCs de a functiona ca agenti de contrast fluorescenti in interiorul materialelor care imita tesutul,
a fost demonstrata prin microscopia FLIM sub excitatie cu doi fotoni in NIR.

2) AuNCs stabilizati cu glutation au fost sintetizati cu succes folosind o noua
procedura asistatd de microunde. Spectroscopia de fluorescentd a dezvaluit o emisie dubla: o
fotoluminiscenta in rosu la 610 nm si una in NIR la 800 nm sub excitatie de 405 nm. Mai mult, am
dovedit ca GSH-AuNC prezinta o emisie fotostabila si intensd sub excitare cu 640 nm care se afla
in prima fereastra biologica, ficandu-le potrivite pentru aplicatii de imagistica. In cele din urma,
testele FLIM efectuate pe GSH-AuNCs incorporate Tn materiale care imita tesutul, au dovedit ca
GSH-AuNCs sunt candidati promitatori ca agenti de contrast care emit in NIR pentru viitoare
aplicatii de imagisticd ex vivo si in vivo.

3) AuNCs incorporati pe hartie de filtru Whatman am dovedit c@ sunt o platforma
excelenta pentru detectarea ieftina, rapida si selectiva a ionilor de metale grele, cum ar fi ionii de
Cu si Fe din probele reale de apa. In primul rand, am dovedit ci fotoluminiscenta BSA-AuNCs
sufera o stingere selectiva in prezenta ionilor de Cu. Ulterior, senzorul coloidal transferat pe hartie
de filtru Whatman a fost expus la diferite concentratii de ioni de Cu, dezvaluind capacitatea noii
platforme de a functiona ca senzor pentru detectarea ionilor de Cu. In al doilea rand, AuNCs
stabilizati cu histidind au fost impregnati pe hartie de filtru si expusi la diferiti ioni de metale grele,

au dezvaluit o stingere selectiva a fotoluminiscenter His-AuNCs in prezenta ionilor de Fe. Mai
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mult, prin analiza folosind Image] a imaginilor fotografice ale senzorului expus la diferite
concentratii de ioni de Fe, am realizat o cuantificare precisa.

4) Au@AgNPs stabilizate de ciclodextrind polimericdi am dovedit ca pot fi
nanoantibiotice eficiente si agenti de contrast SERS fiabili. NPs au fost sintetizate cu succes printr-
o procedura in doua etape, obtinand un nucleu de Au de 8 nm Inconjurat de un invelis de Ag de
1,5 nm. Stabilizarea lor cu PolyCD i-a imputernicit cu capacitatea de a incapsula, in cavitatea lor
de ciclodextrind, medicamente sau antibiotice precum Linezolid. Complexarea cu Lz a PolyCD-
Au@AgNPs a dus la extinderea activitatii lor antimicrobiene impotriva atat tulpinilor Gram-
pozitive, cit si Gram-negative. Mai mult, prin functionalizarea cu acid 4-mercaptofenilboronic,
PolyCD-Au@AgNPs au putut fi urmadrite in interiorul celulelor vii de cancer ovarian prin
microscopie Raman confocala.

5) Detectarea colorimetrica a proteinei C reactive, un marker cardiovascular si de
inflamatie, a fost realizatd folosind AuNPs stabilizate cu citrat si functionalizate cu un aptamer
specific CRP. In primul rand, Cit-AuNPs au fost functionalizate cu aptamer care le-a oferit o
stabilitate ridicatd Tmpotriva concentratiilor mari de NaCl. Cu toate acestea, dupa adaugarea de
CRP, aptamerul a interactionat preferential cu proteina CRP, detasdndu-se de NPs. NPs fara
aptamer expuse la sare au agregat, ceea ce a dus la o schimbare a culorii solutiei lor coloidale.
Expunerea apta-Cit-AuNPs la o concentratie mai mare de CRP a dus la un nivel mai ridicat de
aglomerare. Prin urmare, analizind nivelul de agregare al solutiei coloidale prin spectroscopie UV-

Vis, am evidentiat intervalul liniar de detectie liniara intre 1 s1 100 pg/mL.

Perspective

Avand 1n vedere munca depusa in aceasta teza, in viitorul apropiat as dori sa:

o investigez potentialul BSA-AuNCs si GSH-AuNCs ca agenti de contrast fotoluminiscenti
pentru aplicatii de imagistica in vivo;

o dezvolt un senzor rapid, ieftin si precis pe baza de hartie impregnata cu NCs pentru
cuantificarea selectiva a pesticidelor din fructe si legume;

o investigez potentialului NCs ca agenti antimicrobieni;

o studiez interactiunii dintre NCs si NPs pentru o emisie de fluorescentd amplificatd de
metal;

o testez acuratetea detectie de CRP a senzorului apta-Cit-AuNPs din probe umane;
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