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Abstract

In cadrul tezei de doctorat sunt prezentate principale aspecte teorefice si
conimibutiile personale referitoare la prepararea sistemelor de auor coloidal |
functionalizarea acestuia cu diferite molecule m vederea utilizari im scopuri
biomedicale.

Partea teoretica abordeaza principalele aspecte ale nucleatiei, cresterii
germenilor, stabilitatea s1 punficarea acestora. Contributiile personale contin elemente
referitoare la finctionalizarea GNP cu amincacizi, proteine simedicamente.
Functionalizarea a fost demonstrata prin analize specifice: TEM, AFM, FTIR, XFP5,
UV-VIS. Nanostuctunle preparate an fost folosite ca vecton in tratamentul cancernlm
hepatic si de glincame precum si in diferentierea celulara. Bezultatele obtinute
prefigureaza noi cal de tratament a cancermlui si procedes avansate de diferentiere
celulara.

The maimn topic of the thesis describes the preparation of colloidal gold systems
and their fimctionalization with different molecules for biomedical purposes.

In the theoretical part are summanzed the mam aspects of mecleation, growth,
stability and purifications. The Personal contributions contain elements related to GNP
fimctionalization with amine acids, proteins and dmgs. Functionalization was
dememstrated by specific analysis such as: TEM, AFM, FTIR, XP5, UV-VIS. The
prepared aminoacids based-nanostuctures were used as vectors to treat liver cancer and
ghioblastoma multiform tomer. The protein based-nanostructure were used to prepare
nanosubsirate that sustaim cell differentiation mto neurcnal and cardiac lmes. The results
obtamed offer a new chemotherapy strategy for patients diagnosed with unresectable
recurrent malignant gliomas and hepatocarcenoma and advanced cellular differentiation

ProCesses.



Introducere

Unul dintre domeniile care au revolutionat dezvoltarea stiintifica si tehnica in
ultimul timp 1l reprezinta nanotehnologia. La scara nano materialele au cu totul alte
proprietati decat cele la scara macro, iar secretul obtinerii de astfel de materiale consta
n stapanirea modului de asamblare a nanoclusterilor, ceea ce le ofera proprietati
electronice, structurale si chimice caracteristice.

Nanomaterialele (particulele cu diametru intre 1-100 nm) pot fi formate din
orice substanta incluzand metale’, semiconductori®*, oxizi metalici (pigmenti
metalici), polimeri organici. >

Dezvoltarea nanomaterialelor a a permis aparitia in domeniul biomedical a
unor noi metode de sesizare si diagnosticare rapida a diferitor maladii, noi metode de
tratament, precum si a unor noi materiale cu proprietati curative superioare.

Un alt domeniu in care nanomaterialele s-au impus si au revolutionat este cel
al electronicii si electrotehnicii. Tn acest sens pot fi amintite nanotuburile de carbon
care datorita proprietatilor d eosebite (conductibilitate electrica si termicd mare,
rezistenta mecanica si chimica inalta) au dus la dezvoltarea de noi aplicatii:
conductorii electricil®, materiale plastice cu conductivitate electricd ridicata!,
combustibili si electrozi pentru celuleelectrice®. Astfel dupd datele institutului
NIST*3 peste 60% din cantitatea de nanomateriale pe bazd de carbon sunt utilizate ca
suport de catalizatori Tn industria chimica.

Coloizii de aur constituie unul dintre cele mai vechi subiecte stiintifice
studiate. Aurul a fost folosit inca din antichitate n estetica si n scopuri curative. Tn
secolul a 17-lea aurul a fost utilizat Tn colorarea sticlei si ceramicii, aplicatii similare

continuand pana in prezent??. Tn 1600 Paracelsus publica prepararea primului coloid de



aur " aurum potable, oleum auri; quinta essentiaauri’’ prin condensarea clorurii aurice
(AuCls) intr-un extract alcoolic din plante®®, acesta fiind considerat primul medicament
sintetic. Printre primele aplicatii medicale a coloizilor de aur Tn diagnosticare amintim
utilizarea lor in diagnosticarea sifilisului, dar fara rezultate semnificative. Mai mult,
efectele sale curative au fost contestate, afirmandu-se ca tinctura aurica este lipsita de
orice valoare medicala sau terapeutica.

Aparitia nanomaterialelor a deschis noi cai de cercetare stiintifica
(fundamentald/aplicativa) in domeniul biomedical cum ar fi: masurarea concentratiilor
mici de bacterii, imagistica cu gjutorul rezonantei magnetice!’, descoperirea de noi
vectori medicamentosi'®, detectia de anumite proteine®®, separare si purificare de
celule si molecule®. Nanoparticulele de aur sunt intens utilizate in confectionarea de
biosenzori cu o specificitate foarte mare.

In lucrarea de fatd mi-am propus cercetarea si dezvoltarea unor aspecte

importante, teoretice si practice, care apar la aplicarea in scopuri biomedicale a
nanostructurilor pe baza de aur coloidal, continutul tezei fiind structurat in doua parti
distincte.
O parte teoretica, pe baza literaturii de specialitate, Tn care sunt abordate aspecte prind
fenomenologia sistemelor coloidale, prepararea si proprietatile acestora. In partea
doud sunt prezentate contributiile persona;le referitoare la prepararea nanoparticulelor
de aur, functionalizarea lor cu diferite biomolecule precum si aplicatiile biomedicale
ale acestora.

Teza a fost structurata pe VI capitole teoretice si 1l capitolele practice
continanad contributiile originale.Rezultatele stiintifice s-au concretizat in ...pagini ale
tezel care contine 81 figuri, 18 tabele, si 239 referinte bibliografice din care 2 sunt
referinte bibliografice personale.

Mentionez cain cadrul rezumatului sunt mentinute atat numerotarea capitolele

cat si trimiterile bibliografice asa dupa sunt prezentate in teza.



CONTRIBUTII ORIGINALE
|. Functionalizar ea Nanoparticulelor deaur

Cercetarile experimentale interprinse in cadrul tezei a avut ca obiectiv
prepararea de sisteme coloidale pe baza de aur care prin functionalizare cu diferite
molecule activ biologice (aminoacizi, proteine, medicamente) sa conduca la
nanostructuri cu aplicabilitate in domeniul biomedicale. Am urmarit obtinerea de
nanostructuri in vederea aplicarii lor in calitate, vectori de transport al

medicamentel or, nanosuporturi in realizarea biosenzori si adiferentierii celulare.

I.1 Functionalizar ea nanoparticulelor de aur cu aminoacizi
Tn cadrul acestui capitol am abordat functionalizarea nanoparticulelor de aur cu

aminoacizi in calitate de liganzi precum si modul in care principalii factori (pH,
concentratia) influenteaza taria legaturii ligand-nanoparticula.
[.1.1 Influenta pH-ului si concentratiei aminoacizilor asupra functionalizarii
nanoparticulelor deaur

Dintre aminoacizii esentiali si neesentiali, Tn cadrul lucrarii de fata s-au aes pentru
studiu glicina, aanina, cisteina, metionina si lizina. Aceasta alegere s-a efectuat in functie
de numarul de grupari =N Ha, -SH si de lungimea lantului hidrocarbonat.
Modificarile care au loc asupra cuplarii aminoacid-GNP au fost urmarite experimental
prin spectroscopie UV-VIS, folosind un spectrometru JASCO V-570. S-a masurat
absorbanta la diferite valori ale pH—ului si diferite concentratii ale ligandului.

Mod de lucru:

Caracterizarea nanoparticulelor de aur



Marimea particulelor a fost evaluata folosind Microscopia Electronica de Transmisie

(TEM), si aratd un diametru mediu de 32 nm. (Fig. 2)
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Fig.2. Imaginea TEM a nanoparticulelor de aur de 32 nm (A) impreuna cu histograma
distributiei lor (B), scala de 200 nm (peste 100 de nanoparticule au fost analizate)

Influenta concentratiel si pH-ului asuprafunctionalizariiGNP cu aminoacizieste
prezentatain tabelele 1-5

Tab.1- Valorile absorbantei Gly/GNP pentru diferite pH-uri in functie de concentratie

pH-2 pH-4 pH-6 pH-8
Abs (u.a) Cx10*(M)  Abs(u.a) Cx10*(M) = Abs(u.a) Cx10*(M) = Abs(u.a) C x10*(M)
0,29 0,2, 0,336 0,6 0,32 0,3 0,644 0,3
0,238 0.7 0,317 2,6 0,3 1,3 0,601 1,2
0,173 1,7 0,28 7,6 0,262 3,3 0,516 2,1
0,133 2,7 0,242 12,6 0,229 53 0,44 3
0,2 22,6 0,195 8,3 0,375 3,9
0,168 12 0,330 4,8
0,148 15,3 0,296 5,7
0,270 6,6
0,248 7,5
0,226 8,4
0,214 36,3
0,185 50

Tab.2: Valorile absorbantei Ala/GNP pentru diferite pH-uri in functie de

concentratie

pH-2 pH-4
Abs (u.a) Cx10*(M)  Abs(u.a) C x10*(M)
0,206 2,0 0,271 2,0



0,185
0,234
0,166
0,151
0,138
0,128
0,115

Tab.3- vaorile absorbantei lys-GNP, lapH=2

3,0 0,242 3,0
1,0 0,303 1,0
4,0 0,217 4,0
5,0 0,194 50
6,0 0,171 7,0
7,0 0,152 9,0
8,0 0,134 11
pH-2

Abs (u.a) C x10 *(M)

M=532nm  A\;=640 nm

0,179 0,17 30

0,153 0,161 6,0

0,138 0,152 9,0

0,127 0,139 19,0

0,114 0,124 39,0

0,100 0,105 69,0

0,086 0,092 119

Tab.4 - Valorile absorbantei cisteina-GNP, la diferite valori ale pH-ului

Abs (u.a)

0,256
0,205
0,188
0,166
0,139

Tab.5 - Valorile absorbantei diferitor concentratii de met-GNP, la pH=2

pH-2
C x10*(M)

10
2,0
4,0
50
10

pH-4 8
Abs (u.a) C x10 *(M)
0,246 1,0
0,227 2,0
0,209 30
0,183 50
0,155 8,0
0,131 12
0,105 17
0,079 27

pH-6

Abs (u.a) C x10 *(M)
M=532 A\

0,241 1,0

0,212 2,0

0,195 2,6

0,185 3.2

0,172 2,8

0,151 48

0,139 58

pH-2
Abs (u.a)
M=532 nm A=640 nm
0,144 0,145
0,122 0,134
0,008 0,103

10

1,0
2,0
3,0

C x10*(M)

Abs (u.a)

0,224
0,190
0,163
0,138

pH-8

C x10 *(M)

10
2,0
3,0
4,0



0,075 0,087 10

Taria legaturii si modul de legare ligand-nanoparticula este puternic
influentatd de pH.La concentratie mare a ionilor de hidroniu, pH=2 forma
amfiionica a aminoacidului trece Tn forma cationica, gruparea NHs" constituie un
centru atractiv pentru GNP, purtator de sarcina negativa. La pH intermediar (peste
punctul izoelectric) si bazic aminoacidul se afla sub formaanionica Tntre
nanoparticula de aur incarcata negativ si sarcina negativa a aminoacidului se vor
manifesta forte de repulsie, astfel cuplarea aminoacid-nanoparticula are loc prin
forte slabe de tip Van der Waals dabe.

Se constatd ca odatd cu cresterea concentratiei de aminoacid creste cantitatea
aminoacidului adsorbit pe suprafata nanoparticulelor iar plasmonii acestora sunt
compensati de cdtre protonii din gruparile amino ale ligandului (glicina), astfel ca,
absorbanta scade, picul aplatizandu-se tot mai mult.

Reprezentand absorbanta in functie de pH, (Abs/pH) pentru diferite
concentratii ale solutiei de aminoacizi, Tn toate cazurile se constata o0 modificare a
pantei dreptel Tn apropierea punctului isoelectric,adsorbtia fiind maxima la punctul
izoelectric.

Se constatda ca odatd cu crestera concentratiei de cisteina se produce o
deformare a picului Tn comparatie cu glicina. Pe masura ce concentratia lizinei creste,
absorbanta scade, concomitent cu accentuarea deformaérii picului, astfel incét de la o
concentratie cys=9 x10* M apar doud lungimi de und la care se produce absorbtia,
A1=532 nm respectiv A,=640 nm. Aparitia celui de-al doilea maxim este determinat de

aglomerareananoparticulelor sub forma de lanturi.
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I.1.2 Nanostructuri uni-dimensionale pe baza de Nanoparticule de Aur-Aminoacizi

Tnultimul timp, nanoparticulele de aur suntintens studiate datorita proprietétilor optice care dau
un mare potential de aplicare in biomedicina. Nanoparticulele de aur pot fi usor asamblate in nanostructuri
unidimensionale(1D) utilizand biomolecule(aminoacizi, ADN, colagen) 1%° 19 in calitate de agent de
captare.

Utilizareaaminoacizilor casi agenti de captare este determinata de usurintaacestorade aforma
formaagregate cu diferite nanoparticule metalice™**, Capacitatea ridicatd de captare se datoreaza
grupdrilor functionale: tiolice, o-carboxilice, o-aminice pe care acestea le detin.
1.1.2.1 Preparareasi caracterizarea nanostructurilor 1D lizind/histidina-GNP
Reactivi utilizati: HAuUCls, NaBH,, L-lizind, histiding, de puritate p. a. livrati de firma Sgma Aldrich.
Protocol delucru:

Prepararea GNP s-aefectuat prin reducereaaurului dintr-o solutie de HAuCl, cu borohidrurain
prezentalizinei/histidinel. S-a preparat solutie 0,001% HAuCI, peste care s-a adaugat 1 ml solutie lizina
¢=0,075% dizolvata in apa bi-distilata. Dupd amestecarea intensa timp de 15 min s-a adaugat 1 ml din
solutia agentului reducator, NaBH4 ¢c=0,075%. S-a continuat agitarea intensa inca 5 min, dupa care s-au
supus purificarii prin spalari succesive cu apa bi-distilata si centrifugare timp de 15 min la 20000 rpm.
Caracterizareananostructurilor lizind-GNP

Tn solutii slab acide pH=5, gruparea a-aminici are pK;=8,9, iar ce terminald, pK=10,28, astfel
ca acestea sunt protonate, in timp ce gruparea carboxilica cu pK;=2,2 este disociata (avand sarcina
negativa). Tn aceasté situatie moleculele de lizina capteaza nanoparticulele de aur cu grupareaamino
terminala.

Cuplarea prin intermediul gruparii a-aminice nu este posibila intrucat apar forte de repulsie intre
plasmonii particulei de aur si gruparea carbonil. Distantd micaintre gruparea carboxilicasi a-aminica
determina formarea unui moment de dipol la suprafata particulei. Acest moment de dipol induce

asamblarea nanoparticulelor de aur sub formd de lanturi (Fig16).

12
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Figl6 A-D: Imagini TEM ale nanostructurilor delizina-GNP dupa A) 15 min B) 8h C-D) 24h

Microscopia TEM arata ca imediat dupa preparare lizina capteaza nanoparticulele de aur si
formeaza aglomerate care pentru inceput au lungime si marime de ordinul nanometrilor (Fig 16 A).
Datoritdinteractiunilor electrostatice care se manifestaintre gruparile a-amino si carboxilice ale
nanoparticulelor, acestease unest dupa planul {111} sub forma de lanturi, care dupa 24 h ajung de ordinul

deordinul micronilor (Figl6 B-D).
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Figl7. Sectrul UV-VISal nanoparticulelor deaur nefunctionalizate (culoareaneagra)

comparativ cu cel al nanoparticulelor functionalizate cu lizina (rosu)

Se observa c& nanoparticulele de aur absorb la 530 nm si au un maxim al absorbantei in jur de 0.8 (a.u). in

cazul nanostructurilor 1D lizind-GNP se produce o deplasare alungimii de unda 1a’550 nm, iar absorbanta

13



arevalori mai mici cu 0,45 a.u.. Autoasamblarea sub forma de fire a nanoparticulelor lizina-GNP
determina aparitia unui de-al doilea maxim la 630 nm determinat de vibratiile longitudinale. Atenuarea
accentuatd a absorbantei cu 0,28 u. a, poate fi explicata prin absorbtia puternica a lizinei la suprafata

nanoparticulelor de aur, ceea ce atenueaza vibratiaelectronilor de lasuprafata.

1.1.2.2 Preparareasi caracterizarea nanostructurilor 1D Aspartat GNP

Utilizarea acidului aspartic in calitate de agent reducator cat si de agent de functionalizare
conduce la structuri si morfologii diferite ale nanoparticulelor de aur.

Tnmediu slab acid, grupareaamino aacidul ui aspartic are pK,=9,6, in timp ce gruparea a-carboxilicaare
pKa=1,8, ceea ce face cagruparea amino sa fie protonata in timp ce gruparea carboxilica se afla in forma
disociaza

Tnfunctie de concentratiaacidului aspartic, nanostructurile 1D formate pot avea diverse morfologii Fig

.19 a-d):Triunghiulare, Bastonase, Fir

200 niFi

4]

:

100 num 200 wn

Fig.19a-d :Imagini TEM pentru diferite morfologii ale L-aspartic-GNP: a,b) raport
HAuUCI 4/Acid aspartic-1:3 dupa 9h respective 24h, c) HAuUCl4/Acid aspartic:1:1 (dupa 24
h), d) HAuUCl4/Acid aspartic-1:1,25 (dupa 24 h)

I.1.3 Nanostructuri bi-dimensionale pe baza de Nanoparticule de Aur-Aminoacid

Structurile bi-dimensionale (2D) obtinute prinasamblarea nanoparticulelor metalice cu diverse

biomolecule, in particularaminoacizi, este un subiect intens studiat datorita vastelor posibilitati de aplicare

14



in: microelectronica, optoel ectronica, biosenzori?®?®. Nanostructurile demetale nobilesunt folositeca
elemente cheiein asamblareaaminoacizilor pe diferite substraturi. Proprietdtile nanostructurilor 2D

depind de marimea nanoparticulelor, agentul de cuplare si modul in care se face asamblarea.

1.1.3.2.1 Caracterizarea morfologica i optica a nanostructurilor 2D
Functionalizarea GNP-ului cu aminoacizii s-aefectuat prin schimb deliganzi. Ligandul utilizat in
calitate de stabilizator, citratul, a fost indepartat de pe suprafata, iar nanoparticulele de aur au fost

asamblate cu aminoacid (L-lizina, L-cisteina) dupa schema din Fig.21.

*HiN *H3N *H3N *H1N>
)
imo 3 & s> Si}
\ s
b
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Y, Y
1 C
X x_ X x'/
* \-Y

“HaN *H3N * *HaN *HN *HgN

HaN “HaN “HaN_ v N 3) ¥
P le de a 74 y
: \ ¢}

/ \> . ()amino acid -

/Sl.o,s‘lro,sg-— \x —Shg- ,I‘U' I
e y
X=SH,NH;* c
b Y=alpha-NH;*

Fig.21 a-c: Mecanismul de asamblare a aminoacizilor cu GNP pe substrat ITO: a)
silanizarea suprafetei cu APTMS, b) atasarea nanoparticulelor de aur pe substrat, c)

cuplarea aminoacizilor pe monostratul de GNP

Nanostructurile de aur depuse pe sticla ITO se asambleaza in agregate mari, avand
dimensiuni ntre 40-200 nm (Fig.23 A), mai mult, contactul dintre acestea este foarte slab
ceea ce se reflecta prin valori ridicate ale rezistentei electrice a GNP/ITO, determinata
prin curbele Curent-Tensiune. Dupa imersarea in solutie de aminoacid (L-lizina sau L-
cisteina) de c=103M timp de 18 h se constatd o schimbare semnificativd a morfologiei

(Fig.23B).
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Fig.23 A, B Imagini AFM in Modul Tapping™: A) Monostratul GNP pe sticla
silanizata B) Stratul de L-lysine/GNP pe sticla silanizata ITO; scala 100 nm

1.1.3.2.2 Caracterizarea electrica a nanostructurilor 2D

Potentialele utilizari a nanostructurilor aminoacid-GNP/ITO se pot regasi in electronica i
biosenzori., ceeace presupunecaracterizarealor din punct devedereelectric.

Proprietatile electrice asubstratului GNP asamblat pe sticla ITO silanizata au fost investigate prin
masuratori |-V (Fig.25).

1.6x10™"

il Llisine-GNPATO
1.4x8107

B

—1.2x10"" { L-cisteina-GNP/ITO
<L

—

£ 108107 | electrozi
g 8.0x10™ nanoparticula
3 de aur
© 6.0x10™
. suh strat
2.0x10™ /
AUNPATO
2.0x10™ . : , i i
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Tensiunea (V)

Fig.25A,B Caracteristicile -V a monostraturilor de GNP, L-Lizina-GNP si L-cisteina-
GNP pe sticla ITO silanizata (Aa), Schema instalatiei de masurare (B)

Se observa din Fig.25A, calavalori mici ale curentului s-a obtinut, pentru toate cazurile
intensititi foarte mici ale curentului 104, 10%3 A. Dup& cum era de asteptat rezistentele

electrice au valori foarte mari (2-2,8 x10'2 Q), dup& cum rezultd din Fig.26
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Fig.26 Rezistenta electrica a monostraturilor de GNP respectiv aminoacid-GNP pe
sticlasilanizata

Nanostructurile GNP realizate pe sticla ITO silanizata nefunctionalitate cu
aminoacizi prezinta rezistenta cea mai mare, ceea ce se explica prin asamblarea
neuniforma cu multe spatii libere ntre agregate. Odata cu functionalizarea cu aminoacizi,
rezistenta electrica scade semnificativ pana la 2, 2 x 10 Q pentru asamblurile cu lizina si
2 x 108Q pentru ansamblurile cu cisteind. Valorile mai mici ale rezistentei
nanostructurilor realizate cu cisteina fata de cele cu lizina se explica prin adsorbtia
puternica a acesteia la suprafata; densitatea de electroni este mai mare, ceea ce determina
0 rezistenta mai mica.
Modificarea rezistentei electrice a nanostructurilor functionalizate arata c& modul de
asamblare, suportul si liganzii utilizati, pot sa conduca la o0 gama larga de nanostructuri

cu proprietati electrice specifice diferitor domenii de utilizare

|.2 Functionalizarea Nanoparticulelor deaur cu proteine

In cadrul acestui capitol sunt prezentate rezultatele privind interactiunea
nanoparticulelor de aur cu proteine, si anume cu albumina serica umana (HSA- Human
Serum Albumin) cu albumina serica bovina (BSA- Bovin Serum Albumin) si Colagen.
Voi evidentia influenta pe care o are modul de preparare a nanoparticulelor (agentul
stabilizator, natura sarii aurice, natura reducatorului) precum si influenta pH-ului asupra

interactiunii proteind-GNP.
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I.2 Functionalizarea nanoparticlor de aur cu colagen

Unul dintre materialele cel mai des folosite Tn medicina regenerativa este
colagenul. Este biocompatibil cu organismele vii si are un randament marit de
biointegrare si biodegradabilitate. Mai mult, in functie de scopul utilizarii, proprietatile
lui pot fi Imbunatatite prin diferite tratamente precum: reactii chimice cu gluteraldehida,
izocianati, epoxizi, bis-imide, etc, precum si prin tratamente de iradiere cu UV sau raze-y.
Cuplat cu nanoparticulele de aur se creaza o structura capabild de a accepta la suprafata
diferite molecule si anume: peptide, medicamente, factori de crestere fara ca structura lui

%208

si fie alteratd®®. Tn prezent existd putine studii privind capacitatea de proliferare a

celulelor stem pe suporturi nanostructurate®.

|.2.1 Influenta pH-ului si agentului reducator asupra functionalizarii colagenului
Succesiunea transformarilor si operatiilor la metalizarea colagenului este
prezentatd Tn Fig.35. La inceput se observa o schimbare de culoare ceea ce indica
acoperirea firelor de colagen cu nanoparticule de aur, care trece de la galben la roz, care
in timp (3-5 min) se intensificd spre roz inchis si chiar rosu, culoarea finald

fiinddeterminata de marimea particulelor de aur.

AuX-

Aux- (W o Au*
e Citratf
HAUCI, NaBH;  aur Au*
e =]
AuXx Fara Agent
A reducator
. 3¢
AuX g Au
Colagen IV Absorbtie ioni aur Nucleatia si crestera

nanoparticulelor de aur

Fibra Colagen/
Functionalizarea
fibrelor de |
A

colagen
Strat nanoparticule de
aur

Fig.35. Reprezentarea schematica a procesului de functionalizare a colagenului,

rezultand nanofibre de colagen acoperite cu un strat subtire de nanoparticule de aur.

Cand nu se foloseste agent reducator, Au (I11) este redus la Au (0) de cétre
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gruparile functionale ale colagenului cu potential de reducere. De precizat ca reducerea
directa (fara reducator) se realizeaza numai in mediu acid.

PH-ul solutiei influenteaza nucleatia si cresterea nanoparticulelor de aur pe
suprafata colagenului. Diferiti autori au efectuat reducerea aurului la diferite pH-uri
utilizand diversi agenti de reducere®’®.

Prin simpla manipulare a conditiilor de asamblare am generat nanofibre de
colagen de diferite dimensiuni ca diametru si lungime®*, Pin cresterea pH-ului de la 3,5
la 11 si prin diminuarea vitezei de agitare firele de colagen au abilitatea de a se cupla sub
form& de nanofibre a caror lungime si diametru a variat in limitele: 1-2 | mpentru
lungime si 20-60 nm Tn diametru.

Folosind ca si agent de reducere citratul de sodiu, raport molar
HAuCl4/colagen/citrat de sodium 1:1:1 (w/w) si pH=3,5 am obtinut fire scurte (400 nm)
si diametru de 40 nm, in care nanoparticulele de aur au fost uniform distribuite (Fig.35a).
In aceeasi conditii, dar pH=5.5-6.5, se formeaza nanofibre de dimensiuni mai mari
(Fig.35 b,c). La pH neutru si slab alcalin, (pH 7.0-9.0) am obtinut fibre lungi dar cu o
distributie a nanoparticulelor neomogena (Fig.35d,e). Tn mediu puternic acalin, pH>9
fibra de colagen se distruge datorita procesului de hidroliza alcalina a acestuia (Fig.35f).

Tn cazul utilizarii NaBH, in calitate de agent de reducere nanofirele rezultate au
aproximativ aceeasi lungime (1.2-1.81 m) ca si in cazul citratului de sodiu (vezi Fig.35
b,c) dar diametrul lor este mai mic, intrucét dimensiunea nanoparticulelor de aur este mai
mica (Fig.35 g,h). In cazul reducerii cu citrat, diametrul a fost de 60-65 nm si 20-27 nm
cand reducerea s-afacut cu borohidrura.

Tn absenta agentului reducétor, la pH=>5,5, rezulta nanofibre avand diametrul de
30-35 nm si lungimea de 1-2 y m (Fig.35i ). Capacitatea de adsorbtie este mai mare in

mediul acid (pH 3.5-5.5), conditiile slab acide favorizand reducerea ionilor de Au (I11).
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Fig.35 a-j : Imagini de microscopie de transmisie electronicd (TEM) Tmpreuna cu

histograma de distributie a nanoparticulelor de aur in fibra de colagen. Imaginile TEM ale
colagenului metalizat cu si fard agent reducétor la diferite pH-uri: folosind citrat de sodiu
(a) - fibre scurte lapH=3.5; (b) nanofibre medii pH=5.5, nanofibre lungi la(c) pH=6.5,
(d) pH=7, (e) pH=9, (f) pH=11. Borohidrura de sodiu-fibre lungi pH=5.5, (g) fibre lungi
pH=7. Nefolosind reducator- (i) fibre lungi pH=5.5 (j) Histograma reprezentativa a
nanofibrelor de colagen metalizate obtinute in diferite conditii.

|.2.2 Caracterizarea fizico-chimica a fibrelor de colagen functionalizate

Nanofibrele de colagen obtinute dupa conditiile aratate mai sus au fost
caracterizate prin tehnici de spectroscopie UV-VIS si FTIR, microscopie de transmisie
electronicd (TEM), si conductibilitate electrica.

SpectroscopiaUV-VIS confirma formarea si adsorbtia nanoparticulelor de aur in
structura macromoleculei de colagen. Spectrul a fost monitorizat 1a 30 min (Fig.36A) si
24 ore (Fig.36B) dupa functionalizare.
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Fig.36A, B. Spectrul de absorbtie UV-VIS a structurilor de colagen metalizate la pH=5
dupa 30 min respectiv 24 h (A) cand NaBH4 s-a folosit ca reducator (B) cand nu s-a

folosit nici un reducator.

Spectroscopia UV-VIS este 0 metoda excelentd pentru studiul formarii si aglomerarii
nanofirelor functionalizate. Se evidentiaza o deplasare si in acelasi timp o largire a benzii
plasmonice, dar si aparitia unui nou pic datoritd asamblarii longitudinale in structura
filiforma a nanofibrelor de colagen. Tn spectrul UV-VIS a colagenului functionalizat se
observa ca apar doua picuri: la 300 nm, care arata existenta HAuCl, in solutie si 520-540
nm, banda caracteristica nanoparticulelor de aur. Intensitatea benzii creste in timp, ceea
ce indica functionalizarea completa a nanoparticulelor de aur.

Comparand cele doua metode de functionalizare, cu si fara reducator, se poate
spune ca, atunci cand reducerea se realizeaza cu un agent de reducere, proceselede
nucleare si crestere sunt foarte rapide, nanoparticulele fiind uniform distribuite, iar
aglomerarea lor este evitatd. Tn cazul in care nu se foloseste agent reducator, reducerea
are loc in timp cu viteza mica. Datorita fenomenelor difuzionale se produce aglomerarea
nanoparticulelor de aur care nu mai sunt uniform distribuite pe toata suprafata, reducerea
realizandu-se practic pe nuclee degja existente. Picul din jurul valorii de 520-540 nm
sugereaza aglomerarea nanoparticulelor (Figura 1B).

Confirmarea cuplarii nanoparticulelor pe suprafata colagenului este deasemenea

confirmata de catre spectroscopia FTIR (Fig.37).
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Fig.37 Spectrul FTIR a structurilor de colagen (negru)comparativ cu cel al colagenului
metalizat (rosu)

Unele picuri caracteristice colagenului metalizat si-au schimbat pozitia in timp ce
altele au disparut dupa functionalizare. Schimbari majore s-au produs in domeniu 3750-
2750 cm™. Vibratiile corespunzitoare legéturii C-H au dispérut, aceastd disparitie
datoréndu-se lungimii mari ale fibrei de colagenului, fibrda cu o orientare paralela cu
suprafata nanoparticulelor, orientare care joaca rolul unei bariere pentru procesul de

transfer ion-electron?*?

. Astfel se explica disparitia benzii corespunzatoare legaturii C-H.
Mai mult, banda caracteristica amidei | (vibratiilor C=0) isi schimba pozitia de la 1660 la
1640cm™, iar pentru amida Il (vibratiile N-H) in afara planului precum si cele
corespunzatoare legéturii C-N se deplaseazi la valori mai mari, de la 1550-1560 cm™.
Amida lll, pentru vibratiile C-N si N-H in plan, se deplaseaza de la 1240 la 1022 cm™ din
cauza interactiunii cu nanoparticulele de aur. Deasemenea se poate observa ca vibratiile
corespunzatoare gruparilor COOH si CO din hidroxiprolina sau partea glicozidica a
colagenului se deplaseaza de la 1440 la 1408 cm™.

Pentru a demonstra posibilitatile de utilizare ca substrat conductor in diferentierea
celulara, am investigat proprietatile electrice ale nanofibrelor de colagen, prin masuratori
curent-tensiune. Functionalizarea omogena a fibrelor de colagen, vizualizata prin
microscopie electronicd, sugereazd cd nanofibrele pot fi bune conducatoare de
electricitate. Curbele curent-tensiune (1-V) a fibrei de colagen metalizate avand initial

rezistenta electricad de 2.36 MQ sunt prezentate in Fig.38.
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Fig.38 Curbele curent-tensiune (1-V) afibrel de colagen metalizate

Dupéa cum se poate observa, forma curbe pentru prima masuratore |-V (ciclul 1) nu este
una ohmica. Cele doud platouri ale curbelor nu sunt simetrice si sunt centrate in jurul
tensiunii de zero, ceea ce indica existenta unor bariere probabil granite intre granulele de
aur, conductia intre aceste granule are loc prin tunelare.

Schema mecanismului prin care este condus curentul electric in cazul formarii de
astfel de tunele este prezentat in Fig.39. Discontinuitatile aparute in nanofibra sunt
determinate de existenta unor spatii libere din structura colagenului. Astfel se creeaza
meandre de curent ce evita regiunile izolatoare deoarece prin acestea nu este posibila
tunelarea. Altfel spus se poate afirma ca conductia electrica are caracter percolativ,

purtatorii de sarcina cautand drumurile ce au legaturi slabe cu rezistenta minima.

1.2.3 Aplicatiile nanoparticulelor de aur functionalizate cu collagen

Nanostructurile colagen-nanoparticule de aur au fost utilizate pentru prepararea de
substraturi metalizate, colagen-metalizat (GCNFs) care au fost folositen vivo pentru
diferentierea celulelor stem mezenchimale in celule stem miocardice si neuronale.
Metoda care sta la baza preparii substratelor este metoda strat cu strat, metoda in care
fiecare strat sustine stratul urmator. Diferentierea pe aceste tipuri de substrate nu au fost
studiata pana in prezent.

Celulele cultivate pe substrat de colagen metalizat au capacitatea de a internaliza
colagenul metalizat Tn primele ore. Tn acest sens, n literatura s-a publicat capacitatea
celulelor mezenchimale de a internaliza colagen prin proteinele Upar si

UPARAP/Endo180. Domeniul Fnll fiind responsabil pentru internalizare. Procesul prin
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care are loc internalizarea este un proces endocitotic, cu o acumulare progresiva in
special Tn regiunea perinucleara dupa cateva saptamani, nearatand nici un semn de
citotoxicitate (Fig.41) demonstreaza biocompatibilitatea marita a substratului de colagen

metalizat cu celulele stem, aratand totodata internalizarea acestuia.

Fig.41a-d Celulemezenchimale choreon cultivate pe substrat de colagen metalizat,
aratand internalizarea intracelulara a fibrelor metalizate a) dupa 3 zile de cultivare,
imagine Tn lumina alba, b) Tn lumina neagra, (magnificarea 200X), c) dupa 13 zile de
cultivare Tn prezenta de mediu de diferentiere miocardic d) dupa 1 luna de cultivare in

prezenta de mediu de diferentiere miocardic, imagine n lumina alba (magnificarea 400x).

Pentru a demonstra biocompatibilitatea substraturilor cu celulele stem adulte am
folosit tehnica de analiza MTT si fluorometrie FDA. Celulele Choreon-M SCs (Ch-MSC)
au fost cultivate in diferite conditii pe mai multe tipuri de substraturi: (1) Tn mediu de
celule stem, care mentine celulele in stare nediferentiatd; (2) celule expuse la mediu de
diferentiere neuronald; (3) celule expuse la 0 doza de 5SAZA pentru 24 h. Rezultatele
testului MTT este prezentat in Fig.42A-D.
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Tesitul MTT peniru cetutele MSC in rapori cu subsiraiul si protocelul de diferentiere:
1.mediu de celule siem
2mediu de diferentiere neuronala
2. mediu de diferentiere miocardica

Fig.42A-D Testul de proliferare MTT pentru Ch-MSCs cultivate 7 zile in: mediu de
celule stem, stare nediferentiata (control) (A), in prezenta mediului de diferentiere
neuronald (B) in prezenta de mediu de diferentiere miocardica (C), cu si fara substrat. (D)
Analiza statistica ANOVA comparison Bonferroni post-test datelor MTT grupate in

relatie cu substratul si protocolul de diferentiere (D).

Dateledin Fig.42A-D arata ca analiza rezultatelor prin metoda ‘“’One way
ANOVA’’ este semnificativa statistic pentru control vs substrat de colagen (coll) respectiv
colagen metalizat (MC), (semnificatia statistica a fost setata la p < 0.05). Comparand
viabilitatea si proliferarea folosind *’two-way ANOVA Bonferroni post-test’’ pentru
celuleleCh-MSCs folosind MTT-ul, diferentele intre substrate ale protocolului de
diferentiere nu sunt semnificative, nu se observa nici o semnificatie statistica intre control
vs colagen si substratul MC Fig.42D. Cand nu s-a folosit nici un mediu de diferentiere
analiza statistica ‘’one way ANOVA’’ (setatd la p < 0.05) arata o crestere semnificativa a
proliferarii celulare pentru substratele de colagen si colagen metalizat in comparatie cu
controlul (fara substrat) (Fig.42A). Cand celulele au fost cultivate in mediu de cultura
pentru diferentierea neuronald si cardiaca, proliferare mai mare s-a observat in cazul
colagenului (Fig.42B). Aceasta scadere a proliferarii in cazul substratului metalizat
sugereazd nceperea procesului de diferentiere. Tn cazul diferentierii miocardice
(Fig.42C), nu se observa nici o diferenta statistica intre cele trei substraturi.

Cultivareacelulelor Ch-M SCs pe substrat de colagen metalizat arata morfologii in
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care se poate clar evidentia internalizarea firelor de colagen-aur (dupa 2-4 saptdmani) din
substratul de colagen metalizat (Fig.43E,F).

Without
substrate

MC

MC

Fig.44 A-F. Imagini optice n lumina alba a celulelor MSCs cultivate Tn prezenta de
mediu de diferentiere neuronala dupa 2 si 7 zile, respectiv 2 si 4 saptamani. (magnitudine
100x). (A, B) celulele cultivate fara substrat (control) (C-F) celulele MSC cultivate pe
substrat de colagen metalizat MC.

Pentru a demonstra procesul de diferentiere neuronala celulele stem derivate din
placenta au fost supuse testelor de imunohistochimie. Rezultatele obtinute sunt prezentate
in Fig.45 A-1. Am urmadrit expresia markerilor: expresia GFAP si a neurofilamentelor
(NF). GFAP a fost a fost exprimat in celulele cultivate fara substrat (Fig.45C), si
deasemenea pe toate substratele folosite: colagen, colagen metalizat, (Fig.45F,1).
Expresia neurofilamentelor a fost observata in toate celulele diferentiate pe toate
substratele (colagen si MC), celulele neuronale exprima mai puternic NF (Fig.45 B,E,F).
Substratul de colagen metalizat induce schimbari dramatice in morfologia celulelor dand
0 expresie puternica a NF (Fig.45H), si avand acumulari de nanofibre in special in
spatial perinuclear. Mai mult, Tn cazul celulelor cultivate pe substrat de colagen si colagen
metalizat, celulele s-au orientat in aceeasi directie (Fig.45 A,D,G).
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Fig.45 A-I Celulemezenchimale MSC cultivate in mediu de diferentiere neuronal. Pozele
de sus: fara substrat, din mijloc substrat de colagen, iar jos substrat de colagen metalizat.
(A) Control fara substrat — pentru celule cultivate timp de 18 zile n mediu de diferentiere
neuronal (lumind alba 100x). (B) Imunohistochimie pentru GFAP-FITC ale Ch-MSC
cultivate fara substrat dupa 4 saptamani in mediu de diferentiere neuronal
(imunofluorescenta, magnificarea 200x) (C) imunochimie pentru NF-FITC a celulelor
mezenchimele cultivate fara substrat dupa 4 saptamani de expunere in mediu de
diferentiere neuronal (imunofluorescenta, 200 x magnificare), (D) Imaginea in lumina
alba a celulelor mezenchimele cultivate pe substrat de colagen (lumina alba, 100x)
(E) Imaginile de imunofluorescenta a celulelor cultivate pe substrat de colagen pentru
coloratia cu NF-FITC (200x magnificarea).
(F) Imunocoloratie pentru GFAP-FITCacelulelor Ch-MSC cultivate pe substrat de
colagen (coloratie DAPI, 200x magnificarea)
(G) Chorion- MSCs cultivate in mediu de diferentiere neuronal pe substrat de colagen
metalizat (lumina alba, 200x). (H) Imunocoloratie pentru NF-FITC acelulelor
mezenchimele cultivate pe substrat de colagen metalizat — acumularea de nanoparticulele
vizibild in domeniul perinuclear (imunofluorescenta 44x- colorat DAPI, (1) coloratie
GFAP-TR pentru celulele cultivate pe substrat de MC (imunofluorescenta 200, colorant
DAPI)
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Se pare ca aceasta combinatie de nanoparticulele de aur si colagen duce la
substratul cel mai favorabil care ajuta celulele stem spre o diferentiere avansata. Exista
unele studii Tn vitro privind diferentierea celulara neuronala, migrarea neuronala si
expansiunea acestora in prezenta de componente ale matricei extracelulare cum ar fii:

colagen, fibronectina, laminina®'®??.

Un at scop a acestui studiu a fost de a investiga potentialul celulelor
mezenchimale stem de a se diferentia Tn cardiomiocite folosind substratele: colagen,
colagen metalizat si control, fara substrat. Pentru a induce diferentierea celulelelor au fost
cultivate in mediu standard de celule stem pentru 4 saptamani si tratate cu 5-azacitidina
(10 ¢ M) timp de 24h (un ciclu de expunere pe saptamana). Diferentierea a fost
demonstrata folosind imunocitochimia (Fig.46 A-F) cu markerii de expresie cardiaci
specifici si anume: proteina NKx, hormonul cardiac ANP (atrial natriuretic peptide),
precum si actina F pentru rearanjarea filamentelor actinice (actina F). Celulele
mezenchimale au adoptat o morfologie poligonald, morfologie tubica, dupa cum a

raportat si Martin Rendon??

. Aceasta structura poate fi explicata prin asamblarea si
remodelarea miofibrelor cand celulele sunt expuse la actina, celule care sunt stresate de
activitatea acesteia si iau o structura poligonala. Aspectele morfologice pot fi observate in

Fig.46D,E.

Fig.46 A-F Celule mezenchimele derivate din placenta cultivate in mediu de diferentiere
miocardic. (A) Coloratii pentru cardiomiocite folosind marcarii ANP-FITC+actin

F+DAPI) a controlului fara substrat, 31 zile (imunofluorescenta, 200X), (B) Coloratii
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ANP-FITC si TRITC pentru control cultivare fara substrat (imunofluorescenta, 200x),
(C) Expresia Nkx 2.5 FITC a celulelor cultivate fara substrat (imunofluorescenta, 100x),
(D) Coloratie ANP-FITC si TRITC pentru celulele cultivate pe substrat de colagen
metalizat (imunofluorescenta, 400x), (E) Coloratie ANP-FITC si TRITC pentru celulele
cultivate pe substrat de colagen metalizat (imunofluorescenta, 400x), (F) Expresia Nkx
2.5 FITC a celulelor cultivate pe substrat de colagen timp de 4 saptamani
(imunofluorescenta, 100x),

Analiza imunocitochimiei arata ca celulele sunt pozitive pentru Nkx 2.5 chiar si Tn
absenta substratului (Fig.46 C). Morfologiile de fibra a celulelor cultivate fara substrat a
fost observata dupa expunerea la actina F (Fig.46 B,C). Cultivarea celulelor MSC in

prezenta de substrat metalizat arata localizarii intracelulare a Nkx 2.5 (Fig.46F).

Diferentierea spre miocard activata pe substrat de colagen —aur a fost extrem de
pozitiva pentru expresia ANP chiar si la numai 3 sdptdmani de la cultivare, in comparatie
cu controlul (Fig.47A,B).

Fig.47A,B Diferentierea spre miocard pe substrat de colagen—aur pozitiva pentru expresia

ANP chiar si la numai 3 saptdmani de la cultivare (B) in comparatie cu controlul 31 (A)

Efectul 5-azacitidinei in diferentierea celulard poate sa nu fie specific deoarece
aceasta are capacitatea de a induce diferite schimbari in fenotip prin activarea unui numar
mare de gene. Mai mult, tratamentul cu azacitidind nu este suficient pentru a reprograma
celulele MSC pentru a diferentia Tn cantitatea de cardiomiocite necesara pentru
regenerarea miocardica. Descoperirea unei alte strategii care confera atat o stimulate

mecanica cat si una pe cale biochimica sau electricd este necesara pentru a obtine un

29



fenotip matur diferentiat. Substratul de colagen metalizat indeplineste toate dintre aceste
conditii.

Celulele mezenchimale au fost expuse stimularii electrice cu un stimulator folosit
in clinicd, celulele au fost concomitent supuse tratamentului de diferentiere in celule
neuronale si cardiomiocite, in mediu de diferentiere necesar. Stimularea electrica

accelereaza diferentierea inspre neuronal Tnca din prima zi de stimulare, Fig.48A-F.

Without electrical
stimulation

Electrical
stimulation

Neuronal differentiation 24 h

Fig.48A-F. Imagini in lumina alba pentru diferentierea neuronald dupa 24 h de tratament
acelulelor MSC expuse mediului de diferentiere neuronal fara electrostimulare (A, B, C):
(A)- control fara substrat, (B) pe substrat de colagen, (C) pe substrat de colagen metalizat,
n timp ce fara stimulare electrica (D, E, F): (D)fara substrat (E) pe substrat de colagen,

(F) pe substrat de colagen metalizat.

Deasemenea din Fig.49A-D se observa ca celulele au o orientare identicd dupa 2
zile de tratament. Celulele MSC Tsi schimba rapid morfologia si exprima genele specifice
celulelelor cardiace (troponin, Nkx 2.5, si GATA-4) atunci cand acestea au fost analizate
cu PCR-ul. Morfologia specifica celulelor diferentiate inspre neuronal respectiv cardiac
este prezentatd in Fig.49A-D.
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Neuronal
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Myocardial
differentiation

Fig.49A-D Imagini de microscopie optica preluate Tn lumina alba a celulelor cultivate pe
substrat de colagen metalizat fiind expuse la stimulare electricd in mediu de diferentiere
spre neurona: (A, B) MSc dupa 2 zile si (B) dupa 4 zile de stimulare electrica
(magnificarea 100x); (C, D) celule MSC dupa 3 zile (C), respectiv 7 zile de expunere (D).

I.4.1 Functionalizar ea nanoparticulelor de aur cu temozolomide

Temozolomide este un agent de alchilare folosit In tratamentul cancerului de
glinoame si melanoame. Medicamentul are proprietate de a alchila ADN-ul, cel mai
adesea la pozitiile N-7sau 0-6 a guaninei. Aceata alchilare a ADN-ului duce la apoptoza
celulelor canceroase. Prin functionalizarea acestui medicament cu nanoparticulele de aur
dorec sa imbunatatesc eficienta medicamentului tn gradul 111 si IV al tumorii. Am aratat
in1.4.4 ca, compusul rezultat in urma functionalizarii este internalizat in concentratii mai
mari de catre celulele canceroase Th comparatie cu cele normale datorita neovascularitatii
maérite. Aceasta proprietate a noanostructurii aur-medicament conferindu-i proprietati

terapeutice superioare.

Mod de lucru: Nanosparticulele de aur de aur functionalizate cu acid aspartic (cap
1.1.2.2) au fost supuse unei reactii de cuplare cu medicamentul. Peste 10 ml solutie de
nanostructuri triunghiulare, aur-acid aspartic, sintetizate dupa metoda descrisa lacap
1.1.2.2, s-a adaugat sub agitare intensa pe baie de gheata, 200 pl TMZ (50 pl/ml). S-a
continuat agitarea timp de 1 ord, dupé care s-a trecut la purificare prin centrifugari (15000
rpm timp de 1 ord) si spalari succesive cu PBS. Dupa purificare compusul rezultat a fost
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redispersat in PBS la concentratiade 5y g/ml.

Mecanismul de functionalizare propus este reprezentat schematic in Figura 56.
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Fig.56.A,B- Functionalizarea nanostructurilor de aur cu temozolomide. Formarea
nanostructurii GNPs-L-Asp-TMZ (A), Internalizarea acestora in celulele stem
glioblastomice (B).

Natura legaturii medicament - L-Aspartic-GNPs este un element important cu un impact
semnificativ asupra stabilitdtii sistemului. Tn prima etapi s-a sintetizat nanostructurade
aur, L-Aspartic-GNPs, reducerea HAuUCI4 efectuandu-se in mediu acid, pH=2, in
prezenta moleculelor de L-Aspartate . Acidul cloroauric in mediu acid formeaza
complecsii: AuCl,0,3 si AuCIOs* care se adsorb pe suprafata moleculelor de aspartat,
reducandu-se la Au(0). Nanoparticulele de aur formate sunt Tn continuare stabilizate
printr-o legatura chimicad covalenta care se realizeaza intre gruparea NH; a aminoacidul ui
si acestea. In etapa urmatoare se efectueaza cuplarea nanostructurii aur-acid aspartic cu
medicamentul (TMZ). Cuplarea medicamentului cu acidul aspartic se realizeaza prin
legaturi electrostatice, cel mai probabil intre grupdrile COOH ale aminoacidului si NH;
ale medicamentul ui.

Structurile nou create ale medicamentului cu nanostructura de aur au fost
caracterizate prin tehnici ce au presupus masuratori de: microscopie electronica de
transmisie (TEM), spectroscopia FTIR si XPS. Rezultatele analizei TEM alaturi de

histograma de distributie a marimii particulelor este prezentat in Fig.57a-c.
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Fig.57.a, b, c. Imaginile TEM ale (a )Nanostructurii GNPs-L-Aspartat (b) Nanostructura
functionalizata cu temozolomide, a sistemului GNPs-L-Aspartate-TMZ (c) Histograma
distributiei nanoparticulelor de aur.

Imaginile  TEM confirma functionalizarea nanostructurilor de aur cu
temozolomide, un strat subtire de medicament acoperind suprafata lanturilor de
nanostructuri, cu diametru mediu de 55 nm si lungime medie de sute de um (Fig.57.a, b).
De precizat faptul ca nanostructurile astfel functionalizate au o stabilitate marita, nu apare
nici un semn de agregare chiar si dupa un an de la preparare.

Functionalizarea cu temozolomide a nanostructurilor de aur este confirmata si de

spectroscopia FTIR, spectrul obtinut este reprezentat in Fig.58
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Fig.58 Spectrul FTIR al medicamentului pur (negru) in comparatie cu cel al

33



nanostructurii cuplate (GNPs-Temozolomide),(rosu)

Spectrul FTIR al medicamentului pur, temozolomide, prezinta trei benzi la 3339,
3381 si 3526 cm™* date de vibratiile gruparilor NH, si OH, in timp ce alte doud benzi in
jur de 2935 cm* si 2899 cm™ sunt date de ctre vibratiile gruparilor alifatice metilenice.
Dupa functionalizare cu nanostructura de aur in aceasta regiune apar doar doua benzi: la
3389 cm™ dati de vibratiile grupei NH3* si 2934 cm™ pentru vibratiile C-H si CHg,
Aceasta schimbare se datoreaza interactiunilor electrostatice intre aceste grupari cu
nanostructurade aur.

La1746 cm* apare banda caracteristicd inelului cetonic care este similard cu ceea
amedicamentului pur. Amida | este indirect influentatd de catre gruparea aminica, NH»-
nanostructura avand un pic pozitionat la 1682 cm™, in timp ce picul MTZ-ului pur apare
la1672cm™.

1.4.2. Functionalizarea nanoparticulelor de aur cu cisplatin, doxorubicina si

capecitabine

Cisplatinul, doxorubicina si capecitabinele sunt la ora actuald cele mai folosite
medicamente anticancer. Administrarea directd a acestor antitumorale micsoreaza
capacitatea de internalizare Tn tumoare, biodistribindu-se n toate celulele ceea ce are ca
rezultat un efect terapeutic diminuat si o amplificare a efectelor secundare®?®.

Mecanismul reactiilor de cuplare a nanostructurilor de aur, este acelasi ca si in
cazul functionalizarii cu temozolomide, cu deosebirea ca in acest caz nanoparticulele au

forma sferica. (Fig.61)
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Fig.61: Functionalizarea nanoparticulelor de aur stabilizate cu acid aspartic cu
cisplatin, capecitabine si doxorubicina

Caracterizarea fizico-chimica si morfologica a produsilor rezultati s-a efectuat prin
microscopiaelectronica de transmisie, spectroscopia FTIR.

Imaginile TEM sunt prezentatein Fig.62a-d, s evidentiaza atasarea de medicament
pe suprafata nanoparticulelor stabilizate, pelicula de medicament acopera in intregime

nanoparticula.

(TARY
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Fig.62a-d: Imaginile TEM ale nanoparticulelor functionalizate cu nanoparticule

stabilizate cu acid aspartic (a), cisplatin (b), capecitabine(c), doxrubicina (d).

Interactiunea dintre medicament si nanostructura de aur-acid aspartic este

dependenta de natura medicamentului  precum si de gruparile functionale ale acestuia.
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Asa dupa cum rezulta din imaginile TEM, nanoparticulele se rearanjeaza si isi modifica

dimensiunile, ramanand insa tot in domeniul nanometrilor.

Gruparile prin intermediul carora s-arealizat functionalizarea au fost investigate

prin analizade spectroscopie FTIR, rezultatele fiind prezentate in Fig.63a-c.
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Fig.63a,b,c,d Spectrul FTIR al medicamentului pur(negru rosu) in comparatie cu cel al

nanostructurii cuplate (GNPs-cisplatin),(albastru). Spectrul de culoare neagra fiind

doxorubicina, jos-capecitabine
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Tn cazul functionalizarii nanoparticulelor de aur cu doxorubicina, Fig.63c,d remarcam
faptul ca toate picurile si-au schimbat pozitia cu exceptia benzii date de gruparea fenil.
Banda larga din intervalul 3200-3700cm™ este caracteristica gruparilor N-H, —OH
atasate pe suprafata nanostructurii de aur. Banda corespunzatoare vibratiilor C-H se
deplaseaza sper valori mai mici, de la 2980 cm™ la 2978 cm™. Deasemenea aparitia
legaturilor de hidrogen Tintre gruparile N-H, C=0,C-H; O-H din moleculade
doxorubicina si nanostructura de aur determina schimbarea frecventei de la 1722 cm™ la
1721 cm™. Banda de la 1580 cm?specificd inelului aromatic apare Tn spectru
nemodificata.Vibratiile gruparilor carboxilice din doxorubicina sunt vizibile n regiunea
1400-1445 cm impreund cu tntinderea grupérilor C—-O—C asimentrice. O alt& schimbare
de pozitie, de la 1076 la 1073 cm™ este atribuita grupérilor alifatice CHy din structura
doxorubicinei.

Spectrele functionalizarii nanoparticulelor cu cisplatin respectiv capecitabine sunt
prezentatein Fig.63a,bef. Dupa functionalizare benzile corespunzatoare cisplatinului
apar deplsate dar mentinandu-si forma initiald (Fig.63a,b). Vibratiile simetrice si
asimetrice grupdrii N-Hy sunt suprapuse si apar in intervalul 3388 cm*-3186 cm™.
Deformatiile simetrice datoritd miscarii vibratie si de rotatie, atat in plan cét si in afara
planului, apar intre 1642 cm™-715 cm™. Regiunea 628 - 415 cm'* corespunde vibratiilor
simetrice si asimetrice a legaturii -N-Pt.

In Fig.63ef sunt prezentate spectrele caracteristice functionalizarii cu capecitabine. Un
pic extins apare la 3385 cm* datoritd gruparilor O—H/N—H atribuite aurului. Banda la
1678 cm™ apare datoritad grupdrilor carbonil pirimidinice, in timp ce vibratiile
corespunzitoare carbonil din uratan apar la 1757 cm™’. Benzile caracteristice legaturii C-F

precum si cele datorate de prezenta inelului tetrahidrofuran apar la 1045 si 1205 cm™.

1.4.3 Aplicatii ale nanoparticulelor de aur functionalizate cu cisplatin, capecitabine
si doxorubicina in terapia cancerului hepatic

Hepatocarcenomul (cancerul de ficat), reprezinta in prezent una din cele mai
raspandite tumori care provoaca pe plan mondial 500000 de decese??*?®. n ultimul timp
s-aincercat tratamentul acestuia prin utilizarea ca vectori transportori a diferitelor

nanomateriale precum: polimeri, dendrimeri, lipozomi nanotuburi de carbon, si alte
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nanomateriale |a scara nano®>®
Rezultate si discutii
I nternalizar ea nanostructurilor de aur-medicamente.

Gradul de absorbtie a medicamentului in celule influenteaza efectele terapeutice
ale acestuia. Confirmarea capacitatii de adsorbtiei a nanostructurilor functionalizate cu
citostatice este foarte importanta pentru a evidentia rolul nanoparticulelor. Celulele
incubate cu diferite combinatii de medicamente au fost internalizate si analizate prin
microscopie optica (microscopie Tn lumina alba, fluorescenta la 488 nm) si electronica
(TEM). Imaginile de microscopie optica au fost luate cu ajutorul unui microscop Zeiss
Axiovert. Achizitie de imagine a fost efectuat cu o camera AxioCam MRC.Rezultatele

sunt prezentate in Fig.64a,f.

cisplatin

- -

Capecitabine

Fig.64a,f Internalizarea nanostructurilor de aur functionalizate cu citostatice in celulele
stem canceroase (CSC): cisplatin (a)-imagine in lumina alba, (b) -imagini n lumina
florescenta doxorubicina (c) -imagine in lumina alba, (d)- imagine in lumina florescenta,
capecitabine (e) -imagine in lumina alba, (f)- imagine in lumina florescenta. Magnitudine
1000x.

Imaginile de microscopie optica atat in lumina alba cat si in florescenta arata clar ca



nanoparticulele de aur sunt distribuite individual Tn interiorul celulelor. Datorita
proprietatilor optice ale aurului acesta emite la 563-410. " In cazul de fata emisia
maxima a aparut la 488 nM datorita dimensiunii nanoparticulelor dar s datorita
functionalizarii lor.

Mai mult microscopia electronica confirmasi eainternalizarea, Fig.65a-f.

Fig.65a-f Imagini TEM ale nanastructurilor de au functionalizate internalizate in celule
CSC: (a, b) cisplatin, (c, d)capecitabine, (e,f) doxorubicina

Nanostructurile functionalizate se internalizeaza in celule prin intermediul
endocitozei. Initial acestea se ataseaza pe membrana celulara si apoi se internalizeaza cu
gjutorul endozomilor. Cantitatea de nanoparticule internalizate creste cu cresterea
timpului deincubare.

Testul decitotoxicitateMTT

Concentratiile medicamentelor functionalizate testate au fost folosite dupa
protocolul PIAF: Doxorubicina a fost addugata in concentratie de 0,5y g /ml, cisplatinul
0,25 | g/ml, capecitabine 30y g / ml si ribavirind5pg/ml. Tn ambele probe (medicament
pur, medicament functionalizat cu aur) s-a adaugat ribavirina a carei concentratie a fost 2
g /ml (Protocolul PIAF folosit in Institutul Oncologic’’ lon Chiricutd’’, Cluj Napoca ).

Fig.66 prezintd diferente de intensitatea a culorii MTT Tintre liniile CSC, LIV si
HepG2 celule, cand acestea au fost tratate cu medicament pur si respectiv functionalizat

cu nanostructuri de aur.
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Fig.66 - Diferenta intre intensitatea culorilor la diferite linii de celule: CSC, LIV si Hep

G2, atunci cand acestea au fost tratate cu medicamente functionalizate.

Este evidenta diferenta de intensitate a culorii celulelor canceroase HepG2 si cele
CSC (stemuri canceroase), medicamentul functionalizat este mai eficient, culoarea are
intensitate mai scazutd decat tn cazul culorii celulelor normale Liv. Aceste diferente

vizibile macroscopic au fost confirmate si de valorile testului MTT(Fig.67A-F).
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Fig.67 A-F Reazultatele testului MTT dupa 48 h de tratament cu medicament



functionalizat si control (medicament pur) pe liniile de celule canceroase HepG2, CSC,
Liv.

Din graficele din Fig.67 A-F rezultd ca celulele stem,CSC, in comparatie cu celulele
HepG2, sunt rezistente la medicamentele pure, dar atunci cand se adauga nanostructurile
de aur functionalizate cu medicament, rezultatele arata o supravietuire redusa a celulelor
tumorale, atét HepG2 cét mai ales CSC. De asemenea se constata ca celulele normale
hepatice sunt afectate foarte putin.

Analiza celulelor apoptice si necrotice prin Citometria de flux
Testele de apoptoza s-au realizat cu gjutorul unui chit specific. Acest test are la baza o
reactie de culoare cu ajutorul annexin V- FITC (florescenta) si Pl (rosu). Testul s-a
efectuat pe celule normale LIV si canceroase stem CSC cu un aparat flowcitometru, dupa
ce acestea au fost expuse timp de 24 h la tratamentul cu o combinatie de nanostructuri
functionalizate precum si medicament pur (conform protocolului PIAF). Apoptoza
celulelor a fost mare chiar si in control, cel mai probabil datorita tripsinizarii si timpului
scurs de la pregatirea probelor pana in momentul analizei, desi au fost mentinute pe baie
de gheata.

In cazul tratamentului cu medicament functionalizat procentul de celule
apoptotice totale (celule apoptotice tinere care dau raspuns pozitiv numai pentru annexin
V + celule apoptotice tarzii au raspuns pozitiv atat pentru annexin V cét si PI) aratd un
indice de moarte celulara mult mai mare atat pentru pentru toate liniile de celule (cat si
pentru control -40,1%) in comparatie cu medicamentul nefunctionalizat.

Procentul de celule moarte apoptotice este prezentat in Tab.8.

Tab.8: Procentul de celule moarte apoptotice folosind protocolul PIAF  pentru

medicamentul pur, functionalizat si control

Probe Celuleapoptotice Celuleapoptotice Total cellule
tinere (%) tarzii (%) moarte
LIV control 4.1 36.0 40.1
LIV tratatecu GNP-PIAF 1 60.3 61.3
LIV tratatecu PIAF 3.7 41.2 44.9
CSC control 9.7 6.2 15.9
CSC tratatecu GNP-PIAF 8 27.9 35.9
CSCtratatecu PIAF 0 26.1 26.1
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1.4.4 Aplicatii ale nanoparticulelor de aur functionalizate cu temodal in terapia
cancer ului de glinoame
Testul decitotoxicitate MTT

Nanostructurile de aur utilizate in acest experiment s-a facut dupa metoda de
reducere si functionalizare cu acid aspartic descrisa in capitolul in1.4.1.

Am investigat interactiunea si comportamentul de celule stem canceroase
glidle atunci candacestea sunt Tn contact cu sistemul, GNP-L-Aspartat-
TMZ..InternalizareaGNP-L-Aspartat-TMZ a fost monitorizatd dupa 24 ore de la
tratament folosind un microscop optic Zeiss. Rezultatele sunt prezentate in Fig.69b
Analizand rezultatel e obtinute am constatat ca medicamentul intrain celulele inca dupa
prima ora de tratament Dupa 24 h detratament celuleleau fiind afectate, schimbarile

drastice ae morfologiesugereaza ca acestea se afla intr-o etapd de pre-apoptotoza cu o

acumulare de nanoparticule in spatiul perinuclear.

Fig.69a,b Internalizarea GNP-L-aspartat-TMZ dupa 24 ore (a) Celule Stem maligne,
control, (microscopie inlumina alba, contrast de faza PlasDIC, marire 400x), (b)
Internalizarea gnp-L-aspartat-TMZ dupa 24 ore, (PlasDIC contrast de faza, marire 400x)
Mod de lucru:

Cultura de celule precum, testul de citotoxicitate s-a facut dupa o procedurad
similara descrisa in 1.4.3 pe celulele hepatice (capitol de la aplicatii hepatic).

Celulele stem gliale initial prezentau rezistenta la chimioterapie cu medicament

nefunctionalizat, dar atunci cand i s-a adaugat nanostructura GNPs-Aspartati-TMZ

42



rezultatele arata o supravietuire redusa a acestora. Rezultatele au fost analizate statistic cu
gjutorul programului Graph Prism 5, semnificatia statistica a activitatii medicamentului
functionalizat este de 0.5345 n raport cu cel nefunctionalizat 0.09214 (95% CI , P<0.05).
Rezultatele testului de citotoxicitate sunt prezentate in Fig.69.
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Fig.69 Rezultatele testului MTT dupa 48 h de tratament cu medicament functionalizat
(TMZ-GNPs-Asp) si control (medicament pur- TMZ) pe liniile de celule canceroase stem
gliale.

Datoritd populatiei mici de celule stem gliale maligne, glioblastomul are un raspuns
negativ la diferite tratamentele conventionale. Eficienta tratamentului cu nanostructura
functionalizatda cu TMZ este cu aproximativ 50% mai mare decat cu temozolomida pura.
Rezultatele obtinute releva ca e posibild o elaborarea unei noi metodologii de tratament

pentru pacientii diagnosticati cu cancer de glinoame.

I1. Distrugerea controlata a structurilor subcelulare in terapia cancerului

Iradierea cu laser de puteri mici a celulelor canceroase care contin nanoparticule
de aur Tn endosomi, determina rupturi ale acestora si migrarea nanoparticulelorin
citoplasma.

Fenomenul de distrugere a celulelor canceroase poate fi controlat simultan prin
mai multe cai: puterea laserului, timpul de expunere la iradiere, diametrul particulelor si

concentratia lor. Dintre acesti factori, in cadrul studiului interprins, parametrii studiati s-
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au redus la: puterea laserului, timpul de expunere la laser, concentratia nanoparticulelor
de aur. Observatiile au fost facute inurma anlizelor TEM si de microscopie optica, iar
viabilitatea celulelor am testat-o cu testul de viabilitate celulara utilizand reactivul —
"tryptan blue’’ .

Anaiza TEM care demonstraza atat internalizarea nanoparticulelor cat s modul in
care celulelel au fost distruse si s-a efectuat la 3 min respective 23 min dupa iradiere.
Fig.71 prezintd imaginile TEM la 3 min— 24 min dupa radiere in comparatie cu
celuleleneiradiate.

Neradiate La 3 min dupairadiere  La 23 min dupa iradiere

Fig.71: Imagini TEM ale celulelor Hella continand nanoparticule de aur, celule
incubate timp de 9h; (a,b,c)-neiradiate, (d,e,f) la 3 min dupa iradiere si (g,h,i) la 23

min dupa iradiere.

[1.1.1 Influenta concentratiei si puterii laserului asupra mortalitatii celulare

Asa dupa cum rezultd din masuratorile experimentale rezultate concentratia
nanoparticulelor de aur internalizate in celule joaca un rol important in procesul de
distrugere a celulelor canceroase. Concentratia nanoparticulelor este dependenta de
timpul de incubare. Tn cadrul studiului interprins am determinat concentratia
nanoparticulelor dupa 1h, 3h, 9h, 24h de incubare.
Modul de lucru: Dupa timpii de incubare indicati, celulele au fost spalate de 3 ori cu



solutie de PBS pentru a Tndeparta excesul de nanoparticule neinternalizate. Masa de
celule rezultate a fost tratata cu apa regala pentru dizolvarea aurului apoi a fost supusa
analizei elementare prin analiza ASP. Rezultatele sunt prezentate in Tab.9.

Tab.9: Concentratia nanoparticulelor de aur internalizate dupa diferiti timpi de incubare.

Timp deincubare Concentratia de nanoparticuleinternalizata

1Hr 0.865ppm
3Hr 1.074ppm
OHr 3.409ppm
24Hr 3.488ppm

Puterea radiatiei are o influenta majora atat asupra vitezei de distrugere cat si a
numarului final de celule moarte. Pentru a evidentia intensitatea radiatiei asupra modului
si gradului de distrugere a celulelor canceroase s-alucrat latrei puteri ae laserului: 0,5w,
1 wsi 1,5 w timpul de iradiere folosit in toate cazurile fiind de 2 minute.

Rezultatele obtinute sunt prezentatein Fig.74 a, b,c.
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Fig.74 a, b,c.- Dinamica distrugerii celulelor canceroase in functie de puterea laserului
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si concentratia de nanoparticule corespunzatoare timpilor de incubare (a) 0, 5w la 1,
3924h(b)1wlal, 3924h(c)15wlal, 3924h

Tn toate cazurile punctele din diagrame reprezinti media a trei masuratori paralele, a caror
valori sunt prezentate in banca de date.

Analizadatelor din Fig.74 a, b,c. arata ca la concentratii mici ale aurului (1h) indiferent
de puterea laserului utilizat gradul de distrugere are valori foarte mici nedepasind 20% (la
puterea de 1,5 w si concentratia corespunzatoare 1h de incubare). De asemenea timpul de
inductie, adica timpul dupa care apar primele celule moarte scade de la 10 minute,
corespunzatoare puterii de 0,5 w si timp de incubare 1 h, la 5 minute pentru putere de 1,5
w.

Odatd cu cresterea concentratiei de nanoparticule internalizate (concentratie
corespunzatoare incubarii de 3 h) tot la putere mica de iradiere, 0,5 w, gradul de
distrugere descreste atingdnd valori finale de 13,96%. Aceastd descrestere se datoreaza
erorilor care apar la puteri mici ale laserului. Timpul de inductie scade si el de la 10
minute pentru puterea de 1w la 5 minute pentru puterea de 1,5 w. La puteri mici ae
laserului saltul privind mortalitatea nu se modifica semnificativ la concentratii
corespunzatoare timpilor de inductie de 9 respectiv 24h. Anomaliile rezultate in Fig.74 a
pot fi puse pe seama erorilor de masurare dar mai ales pe capacitatea celulelor de aparare.

Un salt foarte mare privind gradul de distrugere se constata pentru o putere a
laserului mai mare de 1 w si 0 concentratie a particulelor ¢ de 1, 3 h. Pentru putereade 1
w curbele din care rezulta gradul de mortalitate sunt foarte apropiate la 9 si la 24 h,
practic au aceeasi panta, ceea ce arata distrugerea acestora dupa aceeasi mecanism. La
puterea de 1,5 w practic cele doua curbe corespunzatoare 9-24h se suprapun dupa 10
minute. Pentru aceste conditii in prima portiune curbele au o panta ridicata ceea ce arata
ca reactia chimica dintre radicalii liberi si membrana celulara se desfasoara cu viteza
mare.

Comparand rezultatele pentru puterile 1w repectiv 1.5 w, dupa 10 minute de la
iradiere se constata o crestere a gradului de mortalitate astfel: pentru 1 w - concentratia
de 9h- creste de la de la 4.53% (1w) la 48.61% in timp ce pentru 1.5 w —concentarie 9h
de la 52.89%-80.82%. De asemenea pentru concentratia corespunzatoare la 24 ore de

incubare sunt aproape identice, diferenta fiind doar de ordinal unitatilor.
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In Fig.75 sunt prezentate rezultatele privind influenta concentratiei (24 h de

incubare) laceletrei puteri utilizate, 0.5 w, 1w si respectiv 1,5 w.
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Fig.75: Influenta concentratiei asupra gradului de mortalitate
Dupa 9h gradul de mortalitate un se mai modifica cu concentratia, acesta creste odata cu

puterea laserului. Acesta demonstreaza ca dupa 9h se atinge echilibru deinternalizare.

11.1.2 Influenta timpului de expunere la iradiere

Am vazut in subcapitolul anterior ca intensitatea radiatiei joaca un rol hotdrator in
dinamica mortalitatii celulelor canceroase. Odata cu cresterea puterii radiatiei practic
creste energia electronilor de pe nivelul Fermi, se creaza astfel conditiile ca un numar
mare de electroni sa participe la reactie de formare a radicalilor liberi, astfel ca se
formeaza un numéar mai mare de astfel de radicali. Energia transmita electronilor fiind
dependenta si de timpul de expunere la radiatii, ea creste cu timpul de expunere.
Rezultatele privind influenta timpului de radiere asupra gradului de mortalitate a celulelor
sunt prezentate n Fig.76, rezultatele fiind media a trei masuratori realizate in paralel.

Detalii privind dinamica mortalitatii sunt prezentate in suportul de informatii.
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Fig.76: Influenta timpului de iradiere asupra dinamicii mortalitatii pentru puterea de 1,5
w si concentratie corespunzatoare incubarii de 9h

Dupa primele 3 minute rezultatele sunt neconcludente, ca urmare a sistemului de
autoaparare a celulelor, totusi se poate afirma c& timpul de inductie, timpul dupa care apar
primele celule moarte este de 3 min. Pentru timpi de expunere de pana la 1 min 30 sec
rezultaterelevante privind moartea celulara dupa 10 minute. Cresterea este aproape
liniara pentru timpi mici de radiere, 30 sec si 1 min, in timp ce la timpi mari de iradiere
1.5, 2 min constata o crestere exponentiala. La timpul de iradiere de 2 min mortalitati
semnificative se observa deja dupa 5 min dela iradiere. Distrugerea se realizeaza dupa
dupa o curba cu panta constanta mare (viteza mare de reactie) pana la 15 min. Dupa 15

min panta curbei este aproape nuld, mortalitatea modificandu-se foarte putin.
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