UNIVERSITATEA “BABES-BOLYAI” CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE FIZICA

SPECIALIZAREA FIZICA MEDICALA

LUCRARE DE LICENTA
Coordonator stiintific Absolvent
CS I Dr. Monica Focsan Oana-Alexandra Raducu

2023



UNIVERSITATEA “BABES-BOLYAI” CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE FIZICA

SPECIALIZAREA FIZICA MEDICALA

Studiul proprietatilor fototermice intrinseci ale

nanotriunghiurilor de aur

Coordonator stiintific Absolvent

CS I Dr. Monica Focsan Oana-Alexandra Raducu

2023



Cuprins

INEFOTUCEIE ... 5
Capitolul I: ConSIderente tEOIELICE . .......veiiiie et sre e nee e 7
[.1. Nanostiinta $1 NanOtehNOlOZIC ........civiiiieiiiiiiie e 7
1.2. NaNOPArtiCUIEIE T8 AUI .......eeveeeie et re e e e reenae s 8
I.3.Rezonanta plasmonica de suprafatd localizatd (LSPR).........ccccooiiiiiiiiniiiiicicce 9
L.4.Terapia fOTOtEITICA ......ccveeiiiieiiiietc ettt 12
[.5.Nanoparticule de aur utilizate Tn terapia fOtOtErMICA ..........cocvevviiieiiiiiiie e 15
Capitolul II: Metodd eXperimentala .............coiviiieiiiienieee e s 18
[1.1.Sinteza nanotriunghiurilor 08 AUT.........ccooiiiiiiiieeee s 18
I1.2. Caracterizarea proprietatilor optice ale nanotriunghiurilor de aur..........c.cceveviieeiiennnnns 19
I1.2.1. Spectroscopia de absorbtic UV-VIiS-NIR ..........cccceiiiiiiiiiiiiicee e 19
I1.2.2. Microscopia de scanare electronica (SEM).........cccoviiiiiiiiiiiiiciiie e 21
I1.2.3. Imprastierea dinamica a luminii (DLS)......c.ccovveuiverveeireesiseesesseseseseesesssssssessssesseneenen, 22
I1.2.4. Potentialul Zeta .........ccooviiiiiiiiiiiic 23
Capitolul III: Studiul proprietatilor fototermiCe..........ccviviiiiiiiiiiiiiie 27
Concluzii finale $1 dir€ctil € VIIEOT......ccuiiiiiiiiiiiciic s 34

=] 1o [0 o] =1 -SSP 35



Abstract

Lately, researchers have been focusing on achieving nanoscale materiales due to their
incredible properties. In this work we synthesized gold nanoparticles in the form of triangles and
under various sizes, in order to test the heat generated, so they can be later implemented in
photothermal therapy (PTT). The gold nanotriangles (AuNTSs) were formed by restricting the
growth of HAUCI; ions using the biopolymer gelatin. Furthermore we were able to control the
position of the localized surface plasmon band by altering the concentration of gelatin used. In
the first part of the experiment, the success of the synthesis was confirmed by the SEM
measurements and DLS recorded diameters between 100-150 nm, therefore the nanotriangles
could go undetected by the immune system. Also, Zeta potential of AUNTSs provided information
about the positive charges on the surface and a value around 20 mV. For the last part, we have
recorded the temperature rising starting at 25°C during laser irradiation under the 785 nm line,
when the nanotriangles were in aqueous solution and after they were introduced in phantoms.
Every solution achieved a temperature over 42°C after 15 minutes of irradiation, as a result they
generate enough heat for PTT. We were interested about the AUNTs 780 nm probe due to the
plasmonic band being in resonance with the NIR laser used, thus we tested its thermal stability
during 4 cycles of irradiation which resulted in a maximum variation of 1°C. Finally, we
concluded that AuNTSs are stable under thermal exposure and physiological conditions, in other
words they are great candidats for PTT.
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Introducere

Cancerul reprezinta una dintre cele mai comune boli, care afecteaza milioane de persoane
anual. In functie de stadiul in care este depistat cancerul, recuperarea poate sa fie dificila din
cauza efectelor negative pe care le au tratamentele traditionale. Astfel, sunt cautati
fotosensibilizatori la scald nanometrica pentru a fi utilizati in terapia fotodinamica si fotermica.
In prezent, terapia fotodinamica este utilizata ca tratament pentru cancer in unele tari, iar terapia

fototermica este la stadiul de studiu clinic.

In acest context clinic, pentru aceasta lucrarea de licentd desfasurati in cadrul Institutul
de Cercetari Interdisciplinare in Bio-Nano-Stiinte, mi-am propus sa studiez proprietatile
fototermice intrinseci ale nanotriunghiurilor de aur, pentru a fi aplicate pe viitor in terapia
fototermica a cancerului. Ca si nanoparticule de aur, am selectat o clasa speciala de
nanoparticule anizotrope si anume nanotriunghiurile de aur ce prezintd raspuns plasmonic in

domeniul spectral NIR, beneficiind astfel de transparenta tesuturilor in aceasta regiune.

Lucrarea de licentd este structuratd in patru capitole. Primul capitol prezintd notiuni
introductive asupra originii nanoparticulelor de aur, importanta acestora pe plan medical,
proprietatile unice care le deosebesc de nanoparticulele organice, posibilitatea de a fi sintetizate
sub diferite forme si dimensiuni. Pe 1anga acestea, este prezentat transferul nanoparticulelor de

aur in terapia fototermicd, prin absorbtia ridicata pe care o prezinta in regiunea spectralda NIR.

In al doilea capitol, am prezentat pasii folositi pentru biosintetizarea nanotriunghiurilor de
aur cu ajutorul polimerului gelatina de diferite concentratii. Au fost alese trei probe care prezinta
raspuns plasmonic in regiunea Vis-NIR. Mai apoi, dupa sintetizarea in solutie apoasd, acestea au
fost caracterizate optic prin absorbtia in UV-Vis-NIR, imprastiere a luminii, Zeta potential si

morfologic prin masuratori SEM.

In al treilea capitol, am testat performanta fototermici a nanotriunghiurilor de aur sub
iradiere cu laserul NIR 785 nm initial in solutie apoasa, iar apoi introduse intr-un mediu care
imitd proprietatile pielii. Acestea au fost tinute pentru 15 minute sub iradiere laser, timp in care
s-au inregistrat temperaturile din minut in minut. Am verificat de asemenea stabilitatea probele
la diferite cicluri de incdlzire si dependenta proceselor non-radiative in functie de absorbanta

nanotriunghiurilor. S-a dorit incélzirea nanotriunghiurilor cel putin la temperatura de 42 °C,
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pentru care apar efecte de degradare a tumorii canceroase.

Ultimul capitol prezintd concluziile studiului meu asupra nanotriunghiurilor de aur in

terapia fototermica si directiile de viitor care pot fi explorate mai departe.
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Capitolul I: Considerente teoretice

I.1. Nanostiinta si nanotehnologie

Prefixul “nano” provine din limba greaca care inseamna pitic, iar referitor la sistemul

international reprezintd a miliarda parte dintr-un metru.[1]

Nanostiinta reprezinta un domeniu interdisciplinar care are ca rol studierea, caracterizarea
si manipularea materiei de dimensiuni cuprinse intre 1-100 nm pentru cel putin o directie
spatiala. [2] Materialele de ordinul nanometrilor nu sunt limitate numai pentru domeniul fizicii si

a stiintei materialelor, acestea sunt importante in aplicatii chimice, biologice si in medicina. [1]

Nanotehnologia opereaza cu structuri materiale de dimensiune nanometrica, care se obtin
fie prin diferite proceduri chimice, fie existd in stare naturala (ADN, proteine, etc.). Acest
domeniu are ca scop construirea de materiale noi, sistemele si device-uri ale caror interactiuni de
tip atomic si molecular sd influenteze semnificativ proprietdtile mecanice, chimice, electrice si
optice ale materialelor la nivel macroscopic.[3] Pentru dimensiuni la scara nanometrica,
materialele au un comportament complet diferit fata de materialele macroscopice. Materialele cu
dimensiuni in domeniul microscopic si mai mari decat acesta prezinta proprietati care se supun
legilor clasice ale fizicii, iar pentru dimensiuni sub 1 um pand in domeniul nanometric inclusiv,
nanomaterialele au un comportament diferit, proprietatile fiind afectate de variatii statistice si de

legi ale mecanicii cuantice. [4]

Chiar daca nanotehnologia reprezinta un domeniu de interes actual, aceasta a existat inca
din antichitate. De exemplu, nanoparticulele de aur (AuNPSs) au fost descoperite pentru obtinerea
culorii rosii in ceramica din perioada dinastiei Ming, in tablouri de artd din China si in vitraliile
bisericilor medievale. In Figura 1.1 este reprezentati impristierea Rayleigh a luminii pentru
nanocristale de diferite dimensiuni, forme si elemente compozitionale. Pentru nanoparticule cu
dimensiuni de 100 nm in cazul celor din argint, respectiv aur, acestea prezintd o culoare rosie,
respectiv maronie. In functie de dimensiunile pe care le prezinti nanoparticulele, acestea isi pot

modifica culoarea, chiar si pentru aceeasi compozitie a materialului. [5]
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Figura 1.1. Impristierea luminii Rayleigh in vitraliul “Fecioara Buna Vestire” de

Giovanni di Domenico [5]

I.2. Nanoparticulele de aur
Nanoparticulele de metal au strarnit interesul cercetatorilor de mai bine de un secol, iar in

prezent sunt transferate cu succes in domeniul biomedical si al ingineriei, specific in
diagnosticarea si tratarea cancerului, datorita proprietatilor unice generate de dimensiunile lor
nanometrice, raportul mare dintre suprafatd si volum, reactivitate ridicata in interactiunea cu
organismele vii, stabilitate la temperaturi ridicate si transportul in interiorul celulelor.[6] . in
comparatie cu nanoparticulele organice, cele anorganice ofera posibilitatea de a ajusta
proprietdtile optoelectronice prin modificarea formei si marimii, astfel fiind potrivite pentru
diverse aplicatii.[7] De asemenea, nanoparticulele de metal nobil pot fi conjugate cu diferite
grupari chimice functionale pentru atasarea anticorpilor si liganzilor pe suprafetele acestora,
astfel prezintd un potential variat in aplicatii biotehnologice, livrarea tintita a medicamentelor si
detectie.[8] Cele mai studiate nanoparticule de metal nobil sunt aurul, argintul, oxidul de titan si

cuprul. [8]

Nanoparticulele de metal sunt folosite in multiple aplicatii datoritd campului electric de la
suprafata. Acestea genereaza un camp electric intensificat, care afecteaza la nivel local mediul
care le inconjoara. Campul electric depinde de geometria nanoparticulei, care este capabil sa
intensifice fluorescenta proprie a metalului, semnalul Raman al unei molecule si imprastierea

luminii. [9]
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La jumatatea secolului al 19-lea, Michael Faraday a observat diferente intre proprietatile
solutilor de aur coloidal si al aurului masiv.[8] Pentru dimensiuni sub 100 nm, acesta a observat
culoarea rosie pe care o prezenta solutia coloidald si o culoare mustar pentru particulele mai
mari. Aceste proprietati optice ale nanoparticulelor de aur se datoreaza interactiunii cu

lumina.[8]

Nanoparticulele de aur sunt stabile, inerte chimic si prezinta citotoxicitate relativ scazuta,
astfel fiind folosite in domeniul biomedical pentru transportul de medicamente si al materialului
genetic.[6] Proprietdtile optice ale nanoparticulelor de aur in domeniul vizibil si infrarosu
apropiat sunt guvernate de raspunsul colectiv al electronilor de conductie.[10] Se formeaza un
gaz de electroni care oscileaza in jurul pozitiei de echilibru, cand este supus unei perturbatii al
unui camp electromagnetic extern.[10] Acesta prezintd un fenomen unic numit rezonanta
plasmonica de suprafatd, care este responsabil pentru absorbtia maritd si imprastierea luminii de

pand la 4 la 5 ori ordine de marime fata de colorantii obisnuiti.[11]

[.3.Rezonanta plasmonica de suprafatd localizatd (LSPR)
Plasmonii reprezinta oscilatia electronilor liberi din metal, care se produc pentru valori

bine definite. Plasmonii pot fi definiti de asemenea, ca deplasarea de la pozitia de echilibru a
norului de electroni incarcat negativ fatd de o retea cristalind cu ioni pozitivi, avand
comportamentul asemandtor cu al plasmei. Datoritd separarii sarcinilor pozitive (nucleul) de
sarcinile negative (electronii) la interactiunea cu undele electromagnetice, se formeaza un camp
electric intern, iar aparitia fortei de atractie dintre sarcinile de semn contrar are rolul de a aduce

norul electronic la pozitia initiald, formand astfel un dipol electric indus.[12]

In cazul nanoparticulelor cu dimensiuni mult mai mici decat lungimea de unda a luminii
incidente, oscilatiile plasmonice sunt distribuite in tot volumul particulei, astfel fiind denumiti
plasmoni localizati la suprafata (LSP).[12] In plus, daca frecventa radiatiei electromagnetice
incidente coincide cu frecventa de rezonantd a nanoparticulelor, norul electronic oscileaza cu o
amplitudine maxima, iar oscilatia plasmonilor poartd denumirea de rezonantd plasmonica de

suprafatd localizata (LSPR), fenomenul fiind ilustrat in Figura 1.2.
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Figura 1.2. Reprezentarea ilustrativa a fenomenului de rezonantad plasmonica de suprafata

localizata a nanoparticulelor de forma sferica[13]

Pozitia, forma si intensitatea benzii LSPR depinde de mai multi factori ca de exemplu
dimensiunile, forma nanoparticulelor, constanta dielectrica si indicele de refractie al mediului

inconjurator.[14],[15]

Pentru aflarea conditiei de rezonanta plasmonica, Gustav Mie a considerat interactiunea
lumina-particuld ca o problema de imprastiere a radiatiei si a rezolvat ecuatiile lui Maxwell
pentru nanoparticule cu forma sferica si diametrul particulei mai mic decat al lungimii de unda
incidente. Este necesar de asemenea sd se cunoasca dependenta constantei dielectrice a
nanoparticulei de frecventa unghiulara proprie fie fenomenologic sau prin rezolvare de ecuatii

ale electrostaticii.[14]

t(w) = g (w) +ig(w) 1)
2p3 %
Coi= 24m*R> &5, & (2)

A (81+2€m)2+€%

In ecuatia (1) constanta dielectrici are douia componente: & componenti reald si &,
componenta imaginara. Ecuatia (2) prezintd sectiunea de extinctie a luminii calculata de Mie. Se
observa ca imprastierea luminii depinde de lungimea undei incidente, volumul particulei si
mediul in care se afld nanoparticulele. Ecuatia prezintd un maxim daca & =-2¢,,. Constanta
dielectrica a mediului dicteaza pozitia si intensitatea peak-ului plasmonic, iar prin schimbarea

solventului va produce un comportament diferit al nanoparticulei.[14]

10
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Nanoparticulele anizotrope se gasesc sub forme variate: triunghiuri, stele, bastonase,
bipiramide, etc.[16] Prezenta varfurilor ascutite ale acestor nanostructuri formeaza mai multe
benzi LSPR, care pot fi ajustate in urma procesului controlat de sinteza in regiunea dorita, in

functie de aplicatie.[17]

Nanostructurile simple de tip sfera prezintd doar o singura banda LSPR, care poate fi
deplasata prin modificarea dimensiunii in regiunea 500-600 nm. Un caz asemanator il prezinta
nanocuburile avand o singurda banda LSPR, insa raspunsul plasmonic este mai apropiat de
regiunea de interes pentru terapia fototermica decat cel al nanosferele. Prin modificarea
numarului de varfuri si a raportului dintre lungimile nanoparticulei anizotrope se ofera
posibilitatea calibrarii raspunsului plasmonic pe o plaja spectrald mai larga. Spre exemplu,
nanobipiramidele inregistreaza o banda LSPR transversala in aceeasi regiune a spectrului vizibil
pentru nanosfere, iar cea de-a doua este banda LSPR longitudinala care se gaseste in NIR.[17]
Dupa cum se observa in Figura 1.3, pozitiile benzilor se modificd in functie de raportul dintre
lungimile nanobipiramidelor, pentru cresterea raportului banda LSPR longitudinald se

deplaseaza spre lungimi de unda mai mari din NIR, fapt confirmat in plus de imaginile TEM.[17]

Normalized Extinction

0,0

T 4 T T T T T T T T T T
500 600 700 800 900 1000 1100
Wavelength (nm)

Figura 1.3. Pozitiile LSPR in functie de forma si dimensiunile nanoparticulelor de aur si

imaginile TEM[16]

11
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Exista doua modalitati prin care are loc dezexcitarea plasmonilor: radiativ si non-radiativ.
In cazul dezexcitarii radiative sunt emisi fotoni care au energia egala cu cea a radiatiei incidente
si sunt cunoscuti dupa denumirea de imprastierea Rayleigh, Mie sau imprastiere rezonantei
plasmonice de suprafatd. Procesul non-radiativ se realizeaza prin recombinarea electronilor cu
golurile la nivelul benzii de conductie (intraband) sau de pe nivelul benzii d in banda de
conductie, proces care are loc intre benzi (interband). Dezexcitarea electronilor intr-un timp
foarte rapid de ordinul picosecundelor, produce un schimb de energie cu reteaua nanoparticulelor
prin interactiune electron-fonon. Ca urmare vor avea loc interactiuni fonon-fonon, iar reteaua se

va raci cedand caldura mediului inconjurator.[18] Cele doua procese sunt ilustrate in Figura 1.4.

Surface Plasmon Resonance
Light Scattering

K
LIGHT
"o
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AWy, — —1 |8
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v

Figura 1.4. Modurile de dezexcitare ale nanoparticulelor de aur[18]

Heat

[.4. Terapia fototermica
Terapia fototermicd constd intr-o metodd minim invazivd de tratare a cancerului prin

utilizarea de fotosensibilizatori si a unui laser care emite lumina in NIR. Fotosensibilizatorul este
un compus chimic care prin absorbtia luminii produce modificari la nivel structural si chimic
pentru alti compusi.[19] In Figura 1.5 este reprezentat procesul de eliminare a tumorii in care s-a
acumulat fotosensibilizatorul, iar prin cresterea temperaturii Sub iradierea laser se produce

apoptoza.

12
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Figura 1.5. Reprezentare celula canceroasa inainte si dupa terapia fototermica

Utilizarea caldurii pentru tratarea cancerului nu este o metoda recent descoperiti. in
hipertermia traditionald, tumoarea este Incalzita la temperaturi peste cea fiziologica in jur de 40-
45 °C, cu diverse aparate care produc radiatie electromagnetica in domeniul microundelor, radio,

ultrasunetelor.[17]

In comparatie cu tratamentul hipertermic traditional, terapia fototermica utilizeazi
fotosensibilizatori la nivel local care sunt supusi unei radiatii laser in domeniul NIR intr-un timp
scurt. Astfel tumoarea maligna este tintita cu precizie, iar tesutul sanatos are o expunere limitata

la incalzire, prin urmare efectele negative din urma tratamentului sunt reduse.[17]

Nanoparticulele de aur sunt utilizate in terapia fototermica datorita absorbtiei ridicate pe
care o prezinta In regiunea vizibila si infrarosu apropiat in comparatie cu cromoforii organici.
Banda LSPR poate fi modificata, astfel incat sd se gaseasca in fereastra biologica, regiune pentru
care absorbtia apei este scazutd, rezultdnd intr-o absorbtie minimd a tesutului biologic in

intervalul lungimilor de unda 700-950 nm si 1000-1350 nm.[12]

Nanosferele de aur prezintd un dezavantaj pentru terapia fototermica, deoarece banda
LSPR se afla la 520 nm, in afara ferestrei biologice. Astfel, nanoparticulele anizotrope au devenit

esentiale Tn PTT, datoritd benzii LSPR care poate fi ajustata in regiunea NIR.

13
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Pentru sintetizarea AuNPs cu raspuns plasmonic corespunzator care sa combata eficient
tumorile maligne 1n functie de adancimea la care se afla in organism, este necesar sd se cunoasca
dependenta drumului parcurs de laser in functie de lungimea de unda emisa. Laserii care emit in
prima fereastrd NIR pot penetra doar 2-3 cm din tesut, iar a doua fereastrd oferd oportunitatea de
a iradia tumorile in adancime, laserul parcurgand pana la 10 cm.[20] Acest lucru este explicat in

Figura 1.6, sangele oxigenat si deoxigenat au o absorbtie mai scazuta a luminii in NIR 1I.
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Figura 1.6. Spectrul de extinctie pentru componentele principale din tesut [21]

In plus, AuNPs sintetizate pentru PTT trebuie si prezinte biocompatibilitate, posibilitatea
de a fi conjugate cu alte molecule, toxicitate scazuta si dimensiuni optime pentru a nu fi depistate
de sistemul imunitar. Pentru dimensiuni mici intre 1,4-5 nm s-a determinat o crestere a
acumularii AuNPs cu scaderea diametrului in rinichi, inima si creier, totusi distributia la nivelul
sangelui fiind scazuta. In comparatie, AuNPs cu diametrul peste 18 nm sunt mentinute pentru o
perioadd mai iIndelungatd in sange, iar acumularea in ficat creste direct proportional cu
dimensiunile nanoparticulelor. AuNPs cu dimensiuni intre 10-50 nm sunt rdspandite in tot

organismul, avand posibilitatea de a traversa in sistemul circulator al encefalului.[22] Pentru a fi

14
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mentinute suficient timp pentru a tinti tumoarea, AuNPs pot fi conjugate cu anticorpi specifici

tipului de cancer sau cu agenti care sa diminueze interactiunile cu sistemul imunitar.

In terapia fototermicd, este necesar ca temperatura si puterea laserului si fie bine
controlate pentru a nu produce necroza celulara, deoarece apar efecte nedorite de tip inflamator,
care pot duce la cresterea unor noi tumori.[20] Din acest motiv, este favorizata inducerea
apoptozei pentru a declansa raspunsul sistemului imunitar, care va elimina tumoarea prin

fagocitoza.[20]

Un dezavantaj pe care il prezintd PTT este imposibilitatea tratarii metastazelor. Pentru ca
tratamentul sa fie efectuat cu succes, este nevoie de o combinatie de terapii impreund cu PTT, ca

de exemplu radioterapia, chimioterapia si modificarea expresiei genelor.[20]

I.5.Nanoparticule de aur utilizate in terapia fototermica

Un factor important in terapia fototermicad este dimensiunea nanoparticulelor, deoarece
intervin efectele biologice ca de exemplu filtrarea, penetrabilitatea in tumori, iar pe plan optic
sunt implicate fenomenele de absorbtie si imprastiere a luminii. Pentru dimensiuni mari,
comparabile ale AUNPs cu lungimea de unda a luminii are loc imprastierea, astfel fiind utile in
imagistica PTT. Pe de alta parte, AuNPs de dimensiuni mici au o absorbtie mai bund, ca urmare

au o eficienta termica ridicata si pot fi folosite in PTT.[23]

Datorita proprietatilor de generare a caldurii, au avut loc mai multe studii pe AuNPs de

diferite forme, pentru a determina care structura are performantele PTT cele mai ridicate.

Nanoshell au dimensiuni in jurul valorii de 100 nm, sunt formate dintr-un miez de siliciu
si un invelis de aur cu pereti de grosime intre 5 si 20 nm (Figura 1.7). Raspunsul plasmonic este
dependent de electronii care se gasesc pe invelisul exterior si cel interior. Cu cat distanta dintre
invelisuri este mai mica, plasmonii prezintd un cuplaj mai puternic forméand astfel noi benzi
plasmonice. Pe langa utilizarea in PTT, aceste nanoparticule sunt capabile sa livreze
medicamente tintit.[23] Banda LSPR poate sa varieze si in functie de modul in care au fost

sintetizate nanoshell-urile.

15
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Figura 1.7. Imagine STEM a nanoshell de aur[24]

Nanocage sunt formate prin reactie de inlocuire galvanica a argintului cu saruri de aur,
acestea devenind goale in interior (Figura 1.8). Banda plasmonica se modifica prin ajustarea
grosimii peretilor sau in functie de cantitatea de HAuCl4, spectrul de extinctie variind de la 400
nm la 900 nm prin cresterea concentratiei sarurilor.[25] Sunt de asemenea utilizate in livrarea

medicamentelor, deoarece nu prezinta nicio reactie cu produsul livrat. Dimensiunile pot varia de

la 40 la 60 nm.[23]

Figura 1.8. Imagine TEM a nanocage de aur[26]

— 50 (T}

Nanostelele prezinta o structurd complexa, datoritd numarului de varfuri care se formeaza
pe mai multe directii (Figura 1.9). Una dintre sinteze a fost creata de Pandian et al., in care seed-
urile de aur sunt acoperite de polivinilpirolidona, fiind mai apoi amestecate in etanol, astfel
formand structura de stea. Prin marirea dimensiunilor seed-urilor, banda LSPR are o deplasare de
la 600 nm spre 900 nm. Dimensiunile nanoparticulei variaza de la 40 spre 200 nm, iar

multitudinea de varfuri confera o platforma extinsa pentru bioconjugare. Cu privire la
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citotoxicitate, experimentele in vivo au aratat chiar si pentru doze mari, aceste nanoparticule nu

»*

sunt toxice.[23]

* 200 nm
Figura 1.9. Imagine TEM pentru nanostele de aur[27]

Nanotriunghiurile de aur se pot sintetiza in mod asemanator prin metoda studiata de
Turkevich, reducand ionii de acid tetracloroauric prin adaugarea citratului de sodiu in timpul
fierberii (Figura 1.10).[28] Benziile plasmonice longitudinale variaza de la 600-900 nm in
functie de temperatura la care au fost sintetizate. O alta metoda se bazeaza pe biosinteza folosind

gelatina indeplinind functia de agent reducator si stabilizator, metoda pe care o voi detalia in

-
.‘j

Figura 1.10. Imagine TEM reprezentativa pentru nanotriunghiurile de aur[29]

cadrul prezentei licente.
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Capitolul Il: Metoda experimentala

[1.1.Sinteza nanotriunghiurilor de aur

Nanotriunghiurile de aur (AuNTS) au fost sintetizate cu ajutorul biopolimerului gelatina
de concentratie stoc 10%, avand rolul de a fi atat agent reducator, cat si stabilizator pentru ionii
de aur.[30] Studiile anterioare, efectuate in laboratorul in care mi-am desfasurat activitatea de
cercetare in vederea realizarii acestei lucrari de licenta, au demonstrat cd gelatina de concentratie
peste 2% formeza nanosfere cu o singura banda de extinctie in jurul valorii de 540 nm.[30] in
acest context am fost interesata sa variez concentratia de gelatind, pentru a monitoriza efectul
acesteia In modularea formei nanoparticulelor de aur si implicit asupra raspunsului plasmonic
generat de acestea. Ca urmare, cele trei probe investigate au fost sintetizate in gelatina de

concentratie 0,95% AuNTs 690 nm, 0,85% AuNTs 780 nm si 0,75% AuNTs 890 nm.[31]

Avand acest deziderat, primul pas a fost solubilizarea pudrei de gelatind in apd ultrapura,
fiind agitata timp de 10 minute. Peste gelatina de diferite concentratii s-a adaugat acidul
tetracloroauric HAuUCls de concentratie 3mM in raport de 1:1, solutia fiind incalzitda la

temperatura de 80° timp de 6 ore (Figura 2.1).[30]

=N C—p, ——n
=> => ==
+ 80 °C !
_—
t=6h
Gelatina HAuCl, AuNTs

Figura 2.1 llustrare schematica a procesului de sinteza de nanotriunghiurilor de aur

Nanotriunghiurile de aur au fost centrifugate la 6000 de rotatii pe minut, timp de 5 minute
pentru a elimina gelatina nelegata de pe suprafata nanoparticulelor , fiind mai apoi resuspendate

in apd, in vederea evaludrii proprietatilor termoplasmonice intrinseci generate de acestea.
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I1.2. Caracterizarea proprietatilor optice ale nanotriunghiurilor de aur
Pentru a determina proprietatile nanotriunghiurilor de aur, acestea au fost investigate prin
diferite tehnici spectroscopice: spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR, microscopia de scanare

electronica SEM, imprastierea dinamica a luminii DLS si potential Zeta.

I1.2.1. Spectroscopia de absorbtiec UV-Vis-NIR

Pentru inceput nanotriunghiurile de aur au fost caracterizate cu ajutorul spectroscopiei de
absorbtie UV-Vis-NIR. Spectroscopia de absorbtie este o0 metoda de investigatie a proprietatilor
optice ale moleculelor, datoritd tranzitiilor electronice care au loc de pe un nivel de energie
inferior pe unul superior, dupa excitarea electronica cu lumina din domeniile ultraviolet, vizibil
si infrarosu apropiat. Aceasta spectroscopie ofera informatii legate de spectrul de extinctie, care
prezintd fenomenele de absorbtie si imprastiere a luminii, analizdnd intensitatea radiatiei

incidente in comparatie cu cea absorbita pentru diferite lungimi de unda.

Proprietdtile optice ale nanotriunghiurilor de aur au fost investigate cu spectrometrul
JASCO V-670 UV-Vis-NIR ilustrat in Figura 2.2, ce are o banda de latime 2 nm si o rezolutie
spectrald de 1 nm. Masuratorile au fost efectuate intr-o cuva de cuart de 2 mm, iar solventul

utilizat drept referinta a fost apa ultrapura.

Figura 2.2 Spectrometru JASCO V-670 UV-Vis-NIR
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Nanotriunghiurile au fost sintetizate pe o plaja spectrala vasta in domeniul vizibil si NIR.
In aceasta lucrare, am sintetizat nanotriunghiuri de aur cu raspuns plasmonic la 690 nm, 780 nm
si 890 nm. In plus, toate cele 3 solutii coloidale contindnd nanoparticulele de aur biosintetizate
au fost diluate, astfel incat banda plasmonica din regiunea spectrala NIR sa fie la aceeasi valoare
a densitdtii optice pentru stabilirea unei evaluari riguroase ulterioare a proprietatilor

termoplasmonice intrinseci.

Figura 2.3 prezinta spectrele de extinctie inregistrate pentru nanotriunghiurile de aur in
comparatie cu spectrul nanosferelor de aur (spectrul portocaliu). Asa cum este clar evidentiat in
spectrul portocaliu, nanosferele de aur (AUNSs 534 nm) genereaza o singura banda plasmonica
in jurul valorii de 534 nm. In mod contrar, nanotriunghiurile de aur prezintdi doua benzi
plasmonice: o bandd in domeniul vizibil in jurul valorii de 540 nm reprezentand oscilatia
transversala a electronilor liberi pentru AuNTS, care se suprapune de asemenea peste banda
caracteristici @ AuNSs si cea de-a doua bandd in domeniul infrarosu apropiat fiind asociata
oscilatiei longitudinale, care se modifica prin variatia concentratiei de gelatina.[30] Denumirea
probelor provine de la raspunsul plasmonic pe care il genereaza in domeniul NIR: AuNTs 890

nm (spectrul verde), AuNTs 780 nm (spectrul mov) si AuNTs 690 nm (spectrul albastru).

2,5

AuNTs 890 nm
—— AuNTs 780 nm
2,01 AuNTs 690 nm
AuNSs 534 nm

1,5

1,04

Extinction (a.u)

0,54

0,0 —
400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

Wavelength (nm)

Figura 2.3. Spectrul de extinctie UV-Vis-NIR al nanotriunghiurilor de aur in solutie apoasa

sintetizate folosind diferite concentratii de gelatind
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Se constatd cd dimensiunile nanotriunghiurilor sunt influentate de concentratia de
gelatind. Pentru concentratii mici de gelatina, nanotriunghiurile prezintd dimensiuni relativ mari
si raspunsul plasmonic este localizat in domeniul NIR, iar pentru concentratii mari de gelatina,
nanotriunghiurile au dimensiuni mici si raspunsul plasmonic este deplasat spre domeniul

ultraviolet.[30]

I1.2.2. Microscopia de scanare electronica (SEM)
Nanotriunghiurile de aur au fost caracterizate morfologic prin microscopia de scanare
electronica. SEM utilizeaza un fascicul de electroni cu energie intre 1-30 keV, care scaneaza

proba pe toate directiile, iar detectorul colecteaza electronii veniti de la obiectul studiat.

Masuratorile SEM au fost realizate de catre Dr. Adriana Vulpoi, cu scopul de a confirma
succesul sintezei si determinarea formei si dimensiunilor nanotriunghiurilor de aur. in Figura 2.4
se confirmd dependenta dintre marimea AuNTs si pozitia benzii LSPR, imaginile fiind
achizitionate la scala de 500 nm. Deplasarea benzii de oscilatie longitudinald este corelatd cu
scaderea dimensiunilor colturilor nanotriunghiurilor de la 155 nm pentru AuNTs 890 nm la 95
nm pentru AuNTs 690 nm.[31] De asemenea, proba AuNTs 690 nm raporteaza un numar mai
mare de nanosfere de aur fata de restul probelor, datorita concentratiei relativ mari de gelatina

care constrange extinderea in dimensiune a nanotriunghiurilor de aur.

Figura 2.4. Imaginile SEM achizitionate pentru AuNTs 690 nm, AuNTs 780 nm si
AuUNTs 890 nm [31]
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11.2.3. Impristierea dinamica a luminii (DLS)

Imprastierea dinamica a luminii (eng. Dynamic light scattering-DLS), numiti de
asemenea spectroscopia de corelare a fotonilor, reprezintd un tip de spectroscopie care ofera
informatii legate de dimensiunile particulelor. DLS analizeaza distributia dimensiunilor
particulelor in functie de fluctuatia intensitatii luminii imprastiate. Dimensiunile particulelor se
aproximeaza cu volumul unei sfere, iar in mod indirect din ecuatia Einstein-Stokes se determina

raza sferei prin masurarea coeficientului de difuzie.

kT
D=—2
é6nnr

Pentru particule cu dimensiuni mai mari, difuzia si variatia intensitdtii de imprastiere a
luminii sunt lente, iar particulele mici se deplaseaza cu o viteza mare in mediul care le inconjoara

si de asemenea fluctuatia intensitatii este mare.

Dimensiunile nanotriunghiurilor de aur a fost masurate cu aparatul Zetasizer Nano ZS 90

Malvern ilustrat in Figura 2.5.

Figura 2.5. Instrumentul Zetasizer Nano ZS 90 Malvern
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Din spectrul ilustrat in Figura 2.6 se gasesc urmatoarele dimensiuni pentru
nanotriunghiurile de aur: 102 nm pentru AuNTSs 690 nm, 120 nm pentru AuNTs 780 nm si 150
nm pentru AuNTs 890 nm. Astfel, se confirma succesul sintetizarii nanotriunghiurilor de aur prin
corespondenta dintre cresterea dimensiunilor particulelor si raspunsul plasmonic pentru lungimi

de unda mai mari conform literaturii.

AuNTs 690 nm
1,09 | ——AuNTs 780 nm
- AuNTS 890 nm

0,8

0,6

0,4

Intensity (a.u)

0,2+

0,0

T L | T T T T \l T T T
100 1000
Size (nm)

Figura 2.6. Spectrul DLS pentru nanotriunghiurile de aur

LSPR 690 nm 780 nm 890 nm
DLS 102 nm 120 nm 150 nm
PDI 0.609 0.603 0.493

Tabelul 2.1. Pozitiile LSPR, dimensiunile obtinute prin DLS si indicele de

polidispersitate pentru nanotriunghiurile de aur

[1.2.4. Potentialul Zeta

Masurarea potentialului Zeta ne indica stabilitatea nanotriunghiurilor sintetizate in timp,

iar in acest sens am utilizat aparatul Zetasizer Nano ZS 90 Malvern.
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Potentialul Zeta reprezinta o metoda de analizare a stabilitatii particulelor in timp prin
determinarea potentialului electric dintre suprafata Stern si planul de alunecare/forfecare.
Particulele prezintd un strat dublu, primul fiind stratul Stern unde exista legatura cea mai
puternica dintre coloid si ionii de pe suprafata acestuia, iar cel de-al doilea strat este numit stratul
de alunecare care reprezinta ionii cu o legatura mai slaba cu particula, acestea fiind prezentate in

Figura 2.7.

Pentru un potential Zeta cu 0 valoare de 30 mV fie negativ sau pozitiv, particulele se
resping rezultdnd in stabilitate solutiei, iar pentru o valoare mica fortele electrostatice sunt de tip

atractiv, astfel particulele vor forma agregate.

Surface charge (negative)

®
Stern layer

Slipping plane

Surface potential

Yy Stern potential
@ > { potential

® @ Distance from particle surface

Figura 2.7. Tlustrarea potential Zeta[32]

Potentialul Zeta (¢) depinde de mobilitatea particulelor (n) in solvent, viscozitate (n),
perimitivitatea (er) si pH-ul solventului.[33] Se aplici un camp electric constant E, astfel
particulele se vor misca spre electrodul de semn contrar, iar pentru a determina viteza (v) se va
folosi un laser pentru a calcula variatia frecventei undei dupa interactiunea dintre particuld si
lumina. Variatia frecventei de unda (Av) este explicata de efectul Doppler, iar aceasta depinde de

viteza coloidului, indicele de refractie al mediului, lungimea de unda a laserului si unghiul dintre
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unda de lumina incidenta si cea Imprastiata.

_ vnsin(26)

Av )

Masuratorile de Zeta potential au fost efectuate asemandtor masurdtorilor DLS pe
aparatul ilustrat in Figura 2.4. Fiecare proba a fost masurata de trei ori, astfel media potentialului
Zeta este 20,23+0,31 mV AuNTs 690 nm (Figura 2.8), 20,93+0,24 mV AuNTs 780 nm (Figura
2.9) si 19,76+£0,62 mV AuNTs 890 nm (Figura 2.10), iar suprafata nanotriunghiurilor de aur este

incarcata pozitiv.
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Figura 2.8. Potentialul Zeta pentru AuNTs 690 nm
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nanotriunghiurilor de aur
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Figura 2.9. Potentialul Zeta pentru AUNTS 780 nm

250000 —— AuNTs 890 nm

200000

150000

100000

50000

0 . , : ; '
-50 0 50 100

Zeta Potential (mV)

Figura 2.10. Potentialul Zeta pentru AuNTs 890 nm

LSPR

690 nm 780 nm 890 nm

Zeta Potential

20,23+0,31 mV 20,934+0,24 mV 19,76+0,62 mV

Tabelul 2.2. Corespondenta dintre pozitiile benzilor plasmonice si valoarea potentialului Zeta
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Capitolul III: Studiul proprietatilor fototermice

In acest capitol, am fost interesati si evaluez capacitatea de generare a caldurii a
nanotriunghiurilor de aur, in spetd proprietdtile termoplasmonice in solutie apoasa intr-o prima
etapa (Figura 3.1), iar ulterior integrate intr-un mediu care imitd proprietatile pielii numit

fantoma (eng. phantom).

%
d

L)
-~
~

Figura 3.1. Ilustrare schematica a procesului fototermic al nanotriunghiurilor de aur

Cu acest scop, probele AuNTs 690 nm, AuNTs 780 nm si AuNTs 890 nm cu volumul de
V=250 ul au fost iradiate cu linia laser 785 nm timp de 15 minute direct intr-un tub eppendorf
(Figura 3.2), pentru a gasi candidatul ideal spre a fi transferat ulterior in terapia fototermica.
Imaginile au fost colectate cu aparatul Optris Pl 450 infrared camera si inregistrate cu programul
Optris Pl Connect. Temperatura initiala este temperatura camerei, iar AT reprezinta diferenta de
temperaturd la un moment de timp t si temperatura ambientald. S-a inregistrat distributia de
caldura a nanotriunghiurilor de aur si a nanosferelor (Figura 3.3), din care au fost extrase
temperaturile la fiecare minut. Se observa in Figura 3.4, ca proba de control (apa) nu genercaza
caldura, iar incdlzirea nanosferele de aur este de 3.87 °C, fiind neglijabila in comparatie cu

nanotriunghiurile de aur.

Incilzirea in timpul cel mai scurt o prezinti AuNTs 780 nm care are banda de extinctie

longitudinala in rezonanta cu laserul utilizat, ajungand la diferenta de temperatura de 21,62 °C.
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In 15 minute, temperatura pentru AuNTs 690 nm creste la 18,57 °C, iar pentru AuNTs 890 nm la
17,21 °C. Probele AuNTs 690 nm si AuNTs 890 nm prezintd 0 performantd de incalzire

apropiata, acestea aflandu-se de asemenea in afara rezonantei laser.

2,5
] AUNTS 890 nm
AuNTs 780 nm
2,0 - AuNTs 690 nm
AUNSs 534 nm
)
©
~ 1,54
c
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g
2 10 K
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Figura 3.2. Spectrele de extinctie ale nanotriunghiurilor de aur si linia laser 785 nm

t=0 min t=>5 min t=10 min t=15 min
AuNSs
540 nm

AuNTs
690 nm

AuNTs
780 nm

AuNTSs
890 nm

Figura 3.3. Harta termica reprezentand incélzirea timp de 15 minute a celor trei tipuri de
nanotriunghiurilor de aur selectate (AuNTs 690 nm, AuNTs 780 nm, AuNTs 890 nm)
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Figura 3.4. Evolutia in timp a temperaturii nanotriunghiurilor de aur sub iradiere cu laserul 785

nm

Mai departe, performantele termice ale probei de AuNTs 780 nm au fost testate pentru
diferite densitati optice timp de 15 minute (Figura 3.5). Proba a fost diluata cu apa ultrapura in
raport de 1:1 pentru a obtine AuNTs 780 nm cu densitatea optica de 0.56, respectiv 1:3 pentru
densitatea optica de 0,28. Variatia de temperatura la care ajunge fiecare proba dupa 15 minute
este: 21,62 °C AuNTs 780 nm OD=1,13; 21,12 °C AuNTs 780 nm OD=0,56 si 18,31 °C AuNTs
780 nm OD=0,28. Astfel se observda cum diferenta de absorbanta nu prezinta o modificare pentru
temperatura finala atinsd de proba, mai degraba aceasta contribuie la viteza de variatiei a
temperaturii, pentru un timp mai indelungat AuNTs 780 nm OD=0,28 ar ajunge la aceeasi

valoare a temperaturii finale.
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Figura 3.5. Evolutia in timp a temperaturii pentru AuNTs 780 nm pentru diferite absorbante

Pentru a testa stabilitatea termicd a AuNTs 780 nm, nanotriunghiurile de aur au fost
supuse la 4 cicluri de iradieri de 15 minute si 15 minute de racire pentru a ajunge la temperatura
initiala. In Figura 3.6 sunt prezentate cele 4 cicluri cu urmitoarele cresteri de temperatura dupa
15 minute de iradiere pentru fiecare ciclu: 21,06°C, 21,41°C, 22,42°C si 23,36°C.
Nanotriunghiurile de aur au o variatie de maxim 1°C intre fiecare ciclu, ca urmare acestea pot fi

considerate stabile termic.
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Figura 3.6. Stabilitatea termica a AuNTs 780 nm pentru 4 cicluri de iradiere laser 785 nm
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Inainte de a fi integrate in fantome, nanotriunghiurile de aur au fost testate in conditii
fiziologice simulate. Mai departe, am selectat proba AuNTs 780 nm pentru evaluarea stabilitatii
in solutie salinica NaCl de concentratie 0.9% si la temperatura de 37°C, care mimeaza parametrii
fiziologici. In Figura 3.7 este prezentat spectrul de extinctie al AuNTs 780 nm inainte si dupa
introducerea in solutie salinica. Astfel, din spectrul de extinctie se constatd ca raspunsul
plasmonic pentru AUNTs 780 nm sub aceste conditii nu se modifica de la pozitia initiala, prin

urmare am concluzionat ca nanotriunghiurile de aur sunt stabile in mediul cu conditii fiziologice

asemanatoare corpului uman.
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Figura 3.7. Spectrul de extinctie AUNTS 780 nm inainte (spectrul mov) si dupa introducerea in
solutie salinica (spectrul roz)

In etapa urmatoare, probele cu nanotriunghiuri de aur si nanosfere de aur au fost

introduse in fantome pentru a simula incalzirea intr-un mediu asemanator pielii.

Pentru a obtine fantomele s-a utilizat 400 mg de agaroza solubilizata in 10 ml de apa
ultrapura peste care a fost adaugat 1 ml de intralipid, solutia fiind amestecatd pana la

solidificare.[31] Volumul de 125 ul de nanotriunghiurile a fost adaugat in fantome intr-un raport
de 1:1. (Figura 3.9)

In Figura 3.8 este ilustrati temperatura la care ajung AuNTs introduse in fantome timp de

15 minute. Se constata ca proba de control, in acest caz fantomele, nu prezinta incalzire sub
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iradierea cu laserul 785 nm, iar AuNSs se Incdlzesc cu 4°C. Cea mai mare Incélzire o prezinta
dupa cum era de asteptat, nanotriunghiurile care sunt in rezonanta cu laserul, AuNTs 780 nm
avand o crestere a temperaturii de 27°C, cu aproximativ 5°C in plus fatd de cazul in care se afla
in solutia aposa. Temperatura pentru AuNTs 690 nm creste cu 22,33°C, iar pentru AuNTs 890
nm cu 20,18°C. Toate AuNTs in fantome prezintd o crestere a temperaturii fatd de cazul

precedent, iar acest fapt este datorat izolarii termice pe care o prezinta fantoma.

30

—M-— AuNTs 780 nm
AuNTSs 690 nm

AuNTs 890 nm
¥~ AuNSs 534 nm
~—44— proba control

25 +

20

15 +

AT(°C)

10 +

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)

Figura 3.8. Evolutia in timp a temperaturii nanotriunghiurilor de aur introduse in fantome sub

iradiere cu laserul 785 nm

In Figura 3.9 au fost inregistrate imaginile termice pentru AuNTs 780 nm in fantoma
pentru a simula distributia de incalzire in cazul tratarii melanomului la suprafata pielii. Proba a
fost iradiata timp de 10 minute, ajungand la o temperaturd de 49°C peste care nu se mai doreste
incalzirea, datoritd efectelor de necroza care apar la 50°C si care produc pagube celulelor
sanatoase.[31] De asemenea, au fost necesare 3 minute de iradiere, pentru ca nanotriunghiurile
de aur sa atinga 42°C pentru a determina apoptoza celulara pornind de la temperatura camerei.
Astfel, iradierea nanotriunghiurilor de aur in corpul uman are loc pentru un timp scurt, avand in

vedere ca temperatura de la care se porneste este de 37° in conditii normale.
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Figura 3.9. Harta termica pentru AuNTs 780 nm in fantoma timp de 10 minute
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Concluzii finale s1 directii de viitor

In aceasta lucrare de licentd, am sintetizat 3 probe diferite de nanotriunghiuri de aur cu
raspuns plasmonic pe 0 plaja spectrala relativ larga, acelea fiind AUNTs 690 nm, AuNTs 780 nm
si AuNTs 890 nm. Am studiat proprietatile optice ale acestora prin spectroscopie de absorbtie,
DLS si Zeta si structura morfologicd prin SEM. Pentru a evalua proprietitile fototermice ale
AUNTS in solutie apoasa, aceste au fost iradiate cu un laserul 785 nm cu scopul de a determina
temperatura maxima la incalzire. De asemenea, a fost testata eficienta termica pentru diferite
absorbante a unei probe, s-au efectuat iradieri repetate cu scopul de a determina stabilitatea
termica si testarea in conditii fiziologice asemanatoare corpului uman, AuNTs trecand cu succes
aceste evaludri. Mai apoi, AuNTs au fost introduse in fantome pentru a imita conditiile in
interiorul tesutului, observand o incilzire a AuNTs 780 nm, care este in rezonanta cu laserul, de
pani la 27°C. In final, s-a simulat distributia de cildurid a AuNTs 780 nm in cazul inglobarii in
melanom, in 10 minute ajungand la 49°C, insa fiind necesare numai 3 minute de iradiere pentru a

induce apoptoza.

Pentru viitor, mi-am propus sa determin randamentul de conversie a luminii in caldura al
nanotriunghiurilor de aur. In plus, doresc si le introduc in celule pentru a testa toxicitatea si sa

studiez eficienta PTT in celulele tumorale.
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