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Abstract

This thesis investigates the development and characterization of gelatin-coated gold
nanoparticles incorporating doxorubicin, which is an anticancer drug. The unique physicochemical
properties and potential for targeted therapy are the reason why gold nanoparticles received a lot
of attention in the medical field. Their utility for a wide range of biomedical applications comes
from using gelatin as a reducing and stabilizing agent, which offers control over the size, shape
and stability of the gold nanoparticles (AuNPs@gelatin), without using other toxic-reducing
agents, in aqueous solution of tetrachloroauric acid (HAuCls). The gelatin biopolymer
concentration (1%-2%), viscosity and temperature (80 C) are some of the factors that contribute
to the formation of triangular and sferical nanoparticles. The attention of this study will be strictly
on the gold nanotriangles (AuNTS) due to their localised surface plasmon resonance. The LSPR
value is very important because it needs to be in resonance with the laser, which emits a
wavelength of 785nm, in order to be used for chemotherapy and photo-thermal therapy that are
combined in the treatment of cancer. The combination of the two types of cancer therapy have the

potential of a beneficial outcome for the patient, with minimal side effects.

In this work doxorubicin was loaded to the surface of AuNPs@gelatin through a pH-
sensitive hydrazine bond in order to create a new nano-chemotherapeutic-phototermal system
AuNPs@gelatin-hyd-DOX, which was characterized using techniques such as UV-Vis-NIR
spectroscopy, fluorescence spectroscopy, dynamic light scattering and zeta potential. The
compound was tested in different media with pH : 7.4, 5.3, and 4.6 at a temperature of 37°C for
24h.

The use of photothermal therapy earned a lot of attention in the biomedical field due to the
local hyperthermia resulted upon laser irradiation. Therefore the final purpose of this study is to
study the combination of chemoterapy resulted from doxorubicin drug and photothermal therapy
induced by triangular AuNPs irradiated by a 785 nm laser line. The compound AuNPs@gelatin-
hyd-DOX incorporated in agarose-based biological phantoms and irradiated by a laser in
resonance with AuNTs LSPR band show the release of the drug and temperature increase by

45,88°C following a 15 minites laser exposure.
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Introducere

Dezvoltarea aplicatiilor si tratamentelor in nanomedicind reprezintd un domeniu in
continud evolutie ce porneste din dorinta de a descoperi metode cat mai eficiente si minim invazive
pentru combaterea afectiunilor grave cu care oamenii se confrunta in viata de zi cu zi. Termenul
de nanoparticuld are menirea de a descrie particulele ce au dimensiunea de 1-100nm si reprezinta
0 Tntreaga clasa de compusi cu diferite forme, functii si caracteristici ce servesc la o multitudine
de aplicatii din domeniul medical si al cercetdrii. Importanta nanoparticulelor de aur va fi
dezvoltata in acest studiu, astfel lucrarea prezentd “Rolul nanoparticulelor de aur anizotrope
incarcate cu doxorubicina in terapia cancerului” are scopul de a explicita beneficiile combinatiei
dintre chimioterapie si hipertermia locald in regiunea NIR. Aceasta poate fi realizata folosind
nanoparticule de forma anizotropa cu raspuns plasmonic in regiunea spectrala NIR, incarcate cu

medicamentul Doxorubicina (DOX).

Aplicabilitatea nanoparticulelor in domeniul medicinei se datoreaza capacitatii de transport
targhetat si de functionare ca agent de fluorescenta n imagistica si diagnosticarea pacientilor. Este
posibild sintetizarea nanoparticulelor de aur pentru a controla forma si dimensiunea acestora, astfel

ele vor avea un interval larg de functii pe care le pot indeplini.

Tratamentele actuale pentru cancer precum chimioterapia, radioterapia si operatia aduc
odata cu ele un nivel anume de toxicitate si efecte adverse in urma interactiunii cu tumorile si cu
tesuturile ce le inconjoard. Din aceastd cauza, descoperirea altor mijloace de tratare a acestei boli
a fost si continua sa fie o necesitate, pentru a scadea toate efectele negative existente in procedurile

uzuale.

Tratarea cancerului este o dorinta continua a omenirii, astfel terapia fototermica este din ce
in ce mai studiati. Impletirea chimioterapiei si a celorlalte practici cu terapia fototermica (PTT)
este posibila datorita faptului ca PTT foloseste nanoparticulele de aur care, in contact cu tesuturile
umane nu induc efecte adverse si nu sunt toxice. Desigur, fiecare tip de cancer necesitd un
tratament diferit, in functie de cat de avansat si cat de in profunzime este, intrucat unele tipuri de

cancer nu pot fi tratate prin operatie, iar PTT nu poate fi folosita pentru metastaze.

.....

caldura, producerea de hipertermie distruge celulele tumorale sub actiunea laserului NIR.

Folosirea laserului cu lungimea de unda de 785nm necesitd ca nanoparticulele de aur sa aiba un



Ibrian Miruna Alexandra Rolul nanoparticulelor de aur anizotrope
incarcate cu doxorubicind in terapia cancerului
raspuns plasmonic foarte apropiat de aceasta, astfel, prin incercarea mai multor sinteze, am gasit

proba care are maximul de absorbtie de 780 nm, ceea ce este foarte potrivit pentru studiul dorit.

Doxorubicina este un antibiotic derivat din bacteria Streptomyces peucetius. Aceasta a fost
introdusa inca din 1960 si face parte din grupul de agenti chimioterapeutici antracicline.
Doxorubicina se foloseste pentru tratarea cancerului precum cel de san, de vezica, ovare sau
tiroidd. De asemenea se foloseste atat pentru tratarea leucemiei limfoblastica si mieloblastica acuta

cat si pentru eliminarea celulelor mici de cancer de plaman.[1]

Statisticile recente indica faptul ca imbolnavirea de cancer este a doua cauza globala de
deces in randul oamenilor, iar tratamentul cel mai intalnit si eficient este chimioterapia care, din
nefericire, aduce odata cu ea multe efecte adverse in corpul celui bolnav. Aceste efecte au dus la
dorinta de a se descoperi si alte tratamente pentru cancer care sd afecteze mai putin sau chiar deloc

tesutul inconjurator.[2]

Lucrarea este cladita in trei capitole principale. Primul capitol este o prezentare generala
pentru nanoparticulele de aur, respectiv istoria acestora, proprietatile optice ce le fac unice, la baza
fiind LSPR-rezonanta plasmonica localizata de suprafata si proprietati fizice si chimice ale
acestora. Este prezentata si terapia fototermica (PTT), proces important in combaterea cancerului

si care, fard implicarea nanoparticulelor de aur, nu ar fi posibila.

Al doilea capitol este constituit din protocolul de sinteza al nanoparticulelor de aur necesar
pentru obtinerea AuNPs@gelatin cu un raspuns plasmonic apropiat de lungimea de unda a
laserului folosit la PTT si modalititile de caracterizare a proprietatilor optice, precum

spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR, imprastierea dinamica a luminii(DLS) si potentialul Zeta.

Cel de-al treilea capitol se concentreaza pe formarea amestecului nano-chimioterapeutic-
fototermic AuNPs@gelatin-hyd-DOX, incarcarea DOX pe nanotriunghiurile de aur cu raspuns
plasmonic Tn rezonanta cu laserul 785 nm, studierea procesului de eliberare controlata al
doxorubicinei din compusul AuNPs@gelatin-hyd-DOX in medii cu pH diferit si emisia de

fluorescentd a medicamentului folosit sub actiunea radiatiei luminoase.
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Capitolul I: Considerente teoretice

I.1 Nanostiinta si nanotehnologia

Nanostiinta se poate defini drept stiinta care studiaza moleculele, respectiv structurile
foarte mici, de ordinul nanometrilor. Evolutia nanostiintei a fost si este foarte importanta, mai ales
in domeniul medical, unde descoperirile recente aduc progrese semnificative n randul
tratamentelor si a diagnosticarii. Nano-oncologia este in continud dezvoltare prin prisma
functionalizarii nanoparticulelor cu medicamente anti-cancer pentru a reduce toxicitatea acestora,
pe care o au in mod normal in forma liberd. Acest domeniu oferd posibilitatea de a studia
elementele si structurile de la nivel macro la cel nano, iar un exemplu este culoarea pe care
nanoparticulele de aur o prezinta. La nivel de nanoparticule, cele de dimensiune mai mare absorb

lumina la un maxim de aproximativ 520 nm, rezultand culoarea rosie. [3]

Nanoparticulele de aur au fost introduse atat in randul tratamentelor pentru combaterea
cancerului, cat si in analizele imagistice. Multitudinea de functii pe care acestea le detin se
datoreaza caracteristicilor acestora. Ele pot functiona drept mecanism de transport pentru
medicamente si agent de imagistica, avand proprietati fluorescente, astfel nanoparticulele de aur
activeaza si in regiunea de diagnosticare, cat si de tratament. Gradul de reducere al toxicitatii este
foarte mare, iar efectele secundare sunt minime, in comparatie cu metodele conventionale care se

folosesc de mai multi ani.[4]

Nanotehnologia reprezintd manipularea si studierea materialelor la nivel atomic si
molecular. Structurile ce pot fi considerate drept nano sunt cele cu marimea intre 1 si cateva sute
de nanometri in cel putin o dimensiune, iar tocmai din acest motiv acestea pot fi folosite in diferite
contexte medicale cum ar fi transportul de medicamente. Aceastd posibilitate de livrare a
medicamentelor pe care ne-o ofera nanotehnologia este revolutionara pentru lumea medicinei. Prin
intermediul acesteia se poate trece de anumite bariere, respectiv ajungerea medicamentelor direct
la celule si la tesuturi mai adanci, transportul medicamentelor mai putin sau deloc solubile si
combinarea mai multor tipuri de terapii. inceputurile nanotehnologiei au fost incd din 1960, iar
prima aplicatie posibila a fost in 1976. Mai multe sisteme pentru livrarea medicamentelor capabile

sa reziste la schimbarile de pH din corpul uman au fost prezentate pentru prima data in 1980. [5]
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1.2 Nanoparticulele de aur

Interesul fatd de aur a fost sporit Inca de la descoperirea acestuia, neputand trece neobservat
datorita multitudinii de beneficii si caracteristici pe care le poarta. inca din timpuri de mult trecute,
aurul a fost folosit in vaste domenii, precum cea culinara, financiara si, mai tarziu, in medicina.
Aurul pur nu este toxic si nici iritant daca este ingerat, iar faptul ca acesta era asociat cu
longevitatea, i-a facut pe oameni sa il introducd in toate domeniile de interes ale societatii.
Proprietatile nanoparticulelor au fost introduse pentru prima data prin prisma “paharului rosu” ce
a aparut odata cu fabricarea sticlei in Mesopotamia, Egipt. Culoarea rosie a paharului era data de

catre cuprul adaugat, ceea ce necesita o atmosfera redusa ce rezulta in raritatea acestei sticle. [6]

|.3 Proprietétile nanoparticulelor de aur
Diferitele metode de sintetizare, posibilitatea de a modifica suprafata, capacitatea de a
focusa proprietatile optice si de a fi biofunctionalizate sunt beneficiile pe care nanoparticulele de

aur le detin si datorita carora au fost introduse in domeniul de tratare al cancerului. [7]

I.3.1 Rezonanta plasmonica localizata de suprafata

Nanoparticulele de aur reprezinta candidatul ideal in ceea ce priveste nanomedicina
datorita multitudinii de caracteristici utile pentru acest domeniu. Acestea prezinta o stabilitate atat
fizica, cat si chimica, respectiv biofunctionalizarea lor cu anumite medicamente si propritatile

optice-plasmonii de suprafata(SP-Surface Plasmon).

Termenul de plasmon descrie miscarea de oscilatie a colectivului de electroni liberi in urma

excitatiei cu radiatie luminoasa, spre exemplu laserul.

SP este reprezentatd de o bandd de absorbtie ce este prezentd atunci cand frecventa
fotonului incident se afld in rezonanta cu oscilatia colectiva a electronilor din banda de conductie.
Fenomenul se produce de reguld la suprafata metalului, fapt datorat patrunderii in interior a undet
electromagnetice ce reduce perturbatia si se numeste rezonanta plasmonica de suprafata( Surface
Plasmon Resonance-SPR). Un alt efect al interactiunii cu unda electromagnetica este rezonanta
plasmonica localizata de suprafata (LSPR) ce are loc in nanoparticule, respectiv ih volume mici,
in dimensiuni comparabile cu lungimea de unda a razei incidente. Datorita LSPR, campul
electromagnetic ce Inconjoara nanoparticula de aur va fi amplificat, iar in regiunile cu o curbura

locald mai mare, acesta va avea un ordin de marime si mai ridicat. [8]
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Figura .1 (A). Reprezentare schematica a rezonantei plasmonice de suprafata in nanoparticulele
plasmonice. (B). Spectrul de extinctie ale AuNPs de dimensiuni diferite. Cdmpul electric al

radiatiei incidente induce oscilatii colective [7]

In aplicatiile biomedicale in care se folosesc nanoparticulele de aur, dimensiunea acestora
este un factor extrem de important. Astfel, cele mai mari se folosesc in domeniul imagisticii, avand
o eficientd mai mare in cazul Imprastierii luminii, iar cele cu marime mai redusa sunt preferate

pentru terapia fototermica, datoritd procesului dominant de conversie al luminii in caldura.[7]

Rezonanta plasmonica localizata de suprafatd (LSPR) in cazul nanoparticulelor de aur
sintetizate, respectiv nanosfere si nanotriunghiuri, se prezintd printr-o rezonantd dipolara
longitudinala pentru primele, aflatd in jurul valorii de 550 nm, iar pentru cele din urma corespunde
o rezonanta dipolara transversala, Tn NIR, de aici rezultand cele doua benzi din spectroscopia UV-

Vis-NIR.[9]

Nanopaticulele de aur care prezinta un raspuns LSPR aflat in regiunea NIR, respectiv 650-
900nm, constitutie un ideal pentru aplicatiile dezvoltate In nanomedicina. Cele care se incadreaza
in aceasta categorie sunt acelea cu geometrie mai complexa, cum ar fi: nanoshell, nanocage,
nanorod sau nanotriunghiuri. Rezonanta plasmonica localizatd de suprafata (LSPR) a

nanotriunghiurilor prezinta un raspuns aflat intr-un interval cuprins intre Vizibil si NIR si poate fi
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modificat prin sintetizarea controlata a dimensiunii acestora. Transparenta partiala a apei si a altor

tesuturi face posibila folosirea acestor compusi pentru tratamente neinvazive.[10], [11]

Prin abilitatea de a schimba forma, dimensiunea si compozitia nanoparticulelor de aur, se
pot induce anumite efecte si modificari la nivelul proprietatilor lor optice, astfel se pot obtine

imbunatatiri ale sectiunilor transversale de absorbtie si imprastiere. [12]

Electric Filed
AR !
| \ AuNP /

Electron cloud \/

Fig. 1.2 Rezonanta plasmonica localizata de suprafata [8]

Dimensiunea si forma AuNPs reprezinta factorii principali In discutia despre proprietatile
intrinseci ale nanoparticulelor. Lungimea de unda a raspunsului plasmonic depinde in mod direct

de dimensiunea nanoparticulelor.

Fig. 1.3 Imagini obtinute cu TEM a diferitelor forme ale AuNPs sintetizate prin diferite metode,
astfel A-nanosfere; B-nanocage; C-nanorod; D-nanowire; E-nanoplate; F-nanobelt; G-

nanocomb; H-nanoflower; I-nanostar; [12]

10
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Increasing particle size _

Fig. 1.4 Solutii de AuNPs de diferite forme, respectiv nanosfere si nanoroduri cu imaginile

corespondente de TEM(scala 100nm) [12]

11
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1.4 Terapia cancerului

Cancerul reprezinta, de cateva sute de ani, una din principalele cauze ale decesului, iar
aparitia lui se datoreaza mai multor factori ce fac parte din mediul care ne inconjoara constant si
ramane in continuare o provocare pentru medicii si cercetatorii din domeniul biomedical. Fiecare
persoand are un sistem imunitar care, teoretic, ar trebui sa poatd combate si eradica celulele
tumorale, insa 1n realitate, acestea formeaza in jurul lor un micromediu tumoral (TME) ce invinge
sistemul antitumoral al organismului atacat. Tumoarea creeazd anumite conditii pentru
supravietuire incat se sporeste dezvoltarea metastazelor. Pentru tratarea cancerului, multiple
modalitdti de combatere au fost testate, precum: operatia, imunoterapia, terapia cu hormoni,
chimioterapia, chiar si injectarea cu molecule de ARN. Cea care are o rata mare de succes in cazul
metastazelor este chimioterapia, insa aceasta nu a ajuns intr-un punct in care sa fie posibila
eradicarea completd a celulelor tumorale, ceea ce duce la posibilitatea de reaparitiec a

cancerului.[13]

Medicamentele care sunt folosite in cadrul chimioterapiei nu pot distruge complet zona
afectata, iar efectele secundare ale acestei metode sunt foarte multe, de aceea este necesara
colaborarea dintre ea si alte procese de tratare. Efectele negative ale chimioterapiei apar datorita
distributiei nespecifice si a capacitatii celulelor tumorale de a se dezvolta 1n asa fel incat sa reziste
la tratament. Cu ajutorul dezvoltarii eficiente a nanotehnologiei este posibila folosirea unor agenti
multifunctionali de dimensiune nanometrica ce prezintd un potential incredibil in cazul
diagnosticirii si al tratamentelor. In acest caz, al cancerului, desi efectele chimioterapiei sunt
vizibile, poate aduce consecinte amenintitoare pentru sandtatea pacientului. Cercetarea
micromediului tumoral (TME), intelegerea pe deplin a acestuia si aparitia nanomedicinei sunt
factori ce au condus la dezvoltarea tratamentelor ce nu se mai bazeaza doar pe o singura tehnica
de tratare, ci combinarea mai multora. Astfel, existd in prezent nanoparticule care au fost
dezvoltate tindndu-se cont de pH, potentialul redox, lumind, magnetism si raze X, care au
posibilitatea de a efectua transportul de medicament si de a participa in diferite tipuri de terapie,

precum cea fototermica (PTT), dinamica (PDT), chimiodinamica (CDT). [14]

Terapia fototermica (Photo-thermal therapy-PTT) este o metoda ce trateaza local, minim
invaziva, ce se bazeaza pe incalzirea pana la hipertermie a celulelor canceroase. Aceasta tehnica
functioneaza pe baza folosirii unor compusi numiti fotosensibilizatori, ce au rolul de a incélzi zona
n care se afla nanoparticulele atunci cand ele sunt stimulate de radiatie electromagnetica ce are o

frecventa anume si o lungime de unda la care nanoparticulele au maximul absorbtiei. [15]

12
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Hipertermia este procesul prin care temperatura mediului creste pana la 40°-45° cu scopul

de a crea disconfort celulelor canceroase pana ciand membrana acestora este degradata iar

proteinele se denatureaza.[16]

Un aspect mai putin bun al PTT este faptul ca acest tip de tratament necesita laseri cu putere
mare pentru a distruge celulele tumorale. Pe de alta parte, mai exista cazul in care se folosesc
agenti fototermali pentru a facilita incalzirea locala, fara afectarea tesutului Tnconjurator. Acesti
agenti fototermali trebuie sd aibd coeficientul de absorbtie mare si sd fie biocompatibili, iar

domeniul sursei de lumina sa fie Near-IR (Infrarosu Apropiat-NIR). [16]

Intreaga atentie a acestei proceduri se afli asupra nanoparticulelor de aur intrucét ele sunt
agentul terapeutic de care este nevoie. Actioneazd ca si sistem de livrare tintit si contribuie la
incdlzirea locala, fara ca tesutul din jur sd fie afectat. Acest lucru il face posibil LSPR, respectiv
miscarea colectiva a electronilor conductori localizati in suprafata metalica, ce amplifica absorbtia
radiatiei luminoase. Odata realizat acest lucru, se creeaza un fenomen de cascada datorat excitarii
norului de electroni, ce formeaza ulterior disiparea de caldura. Procesul de formare a caldurii in
zona doritd se realizeazd prin intermediul oscilatiei particulelor datoratd absorbtiei fotonilor
incidenti. Fenomenul de imprastiere elastica electron-electron pana la atingerea echilibrului Fermi

conduce la cresterea foarte rapida a temperaturii locale. [17]

In momentul in care agentul fototermic este excitat de citre radiatia laser, anterior fixati la
o anumita lungime de unda, caldura care este degajata va distruge tumoarea sau Se va concentra la
nivelul leziunilor. Datorita absorbtiei luminii de catre nanoparticule intr-un mod eficient, pentru
ablatia tumorii este nevoie de o energie mica, iar acest fapt ajutd la un proces selectiv si minim
invaziv, cu deteriorarea cit mai mica a tesutului inconjurator. Laserii cu lungime de unda mare,
respectiv energie mica, care se afla in regiunea NIR-II sunt cei preferati pentru interventia de

indepartare completa a tumorii sau pentru penetrarea tesuturilor adanci din corp in cadrul PTT.[18]

celule
NIR laser canceroase
nanoparticule necrozate
de aur : . \
celule tumorale .9 7
il ol
3 -4
v, W
[ f\

L

Fig. 1.6 Reprezentarea schematica a fenomenului ce are loc in PTT
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Pe langa beneficiile aduse prin procedura PTT, cresterea temperaturii in anumite zone prin anumite

procedee poate aduce imbunatatiri vietii omului precum regenerarea tesutului, stimularea emisiei de

medicament sau transportul acestuia.[18]

14
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Capitolul I1: Tehnici si metode experimentale

I1.1 Sinteza nanoparticulelor de aur anizotrope in prezenta gelatinei

In cadrul acestei lucriri de licentd, nanoparticulele de aur au fost sintetizate intr-o solutie
de apa si gelatina de diferite concentratii. Procesul consta in trei etape principale: i) crearea solutiei
stoc de acid cloroauric (HAUCIy) ; ii) amestecarea acidului cloroauric cu solutia de apa si gelatina
; ii1) formarea efectiva a nanoparticulelor de aur prin punerea probelor in etuva la 80°C timp de
6h. Solutia stoc de gelatina se obtine solubilizand 700 mg pudra de gelatina in 7 ml apa ultrapura
prin agitare pe agitatorul magnetic la o temperatura potrivita pentru a preveni fierberea gelatinei.
Tn urma solubilizarii, se dilueazi solutia stoc in functie de concentratiile de gelatina finale care
sunt folosite in sinteza, respectiv concentratii in intervalul 1-2% si se amesteca cu solutia de
HAuUCI; de concentratie 3 mM. Amestecul de HAUCI4 si gelatina se amplaseaza in etuva la 80°C
timp de 6 ore. In urma acestui intreg proces de formare a nanoparticulelor de aur, solutia si-a

schimbat culoarea din galben in maroniu. [9]

,— AuNTs@gelatin

H,O+gelatina
A 6h, 80°C

v

w U HAuCI, Qy

Fig. 1.1 Schema reprezentativa a sintezei nanoparticulelor de aur

I1.2 Caracterizarea nanoparticulelor de aur
Caracterizarea proprietatilor optice si morfologice ale nanoparticulelor a fost ficuta cu
ajutorul unei serii de tehnici spectroscopice: spectroscopia de extintie UV-Vis-NIR, potentialul

Zeta si spectroscopia de fluorescenta.

I1.2.1 Spectroscopia de absorbtie UV-Vis-NIR

Primul pas dupa sintetizarea nanoparticulelor de aur(AuNPS) este caracterizarea acestora
cu ajutorul spectroscopiei de extinctie UV-Vis-NIR, iar mai multe detalii despre acest proces se
regasesc in cadrul Anexei 1. Aceastd procedurd se bazeaza pe absorbtia radiatiilor din domeniul
ultraviolet si vizibil de cétre subStanta cu care interactioneazd. Absorbtia radiatiilor duce la
excitarea electronilor de pe nivelul fundamental pe un nivel energetic mai ridicat. Aceastd metoda

de caracterizare ne indica spectrul de extinctie al raspunsului optic al nanoparticulelor.[19]
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In urma sintetizarii nanoparticulelor de aur prin aceasta metoda, rezulta nanosfere, care

corespund primului peak al graficului si nanotriughiuri, ce corespund celui de-al doilea. Pentru
intregul studiu, dat fiind faptul ca laserul are lungimea de unda de 785nm, nanotriunghiurile sunt
cele care creeaza interes. In solutie ele sunt suspendate si amestecate, insa prin centrifugare si
scoaterea peletului si inlocuirea lui cu apa purd, este posibild indepartarea partiala a nanosferelor,
asa incat in solutie sa ramana cat mai putine pentru ca rezultatele sa fie datorate in mare parte

nanotriunghiurilor.

Aceastd masuratoare este foarte importantd deoarece raspunsul plasmonic al
nanoparticulelor trebuie sa fie in rezonantd cu lungimea de unda a radiatiei electromagnetice emise
de catre laser, respectiv 785nm. Raspunsul plasmonic al nanotriunghiurilor de 780nm este cel ideal

pentru studiile pe care aceasta lucrare se concentreaza.
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= AUNPs@780nm
075 —— AuNPs@670nm
S
«
=
2 050
£
=
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Fig. 11.2 Spectrul de extinctie ale AuNPs sintetizate in prezenta gelatinei

In spectrele prezentate se pot observa doui benzi principale ce se caracterizeazi prin pozitia
lor si forma raspunsului plasmonic si se datoreaza dimensiunii si formei AuNPs. Benzile aflate in
jurul valorii de 540nm a LSPR reprezinta raspunsul dat de nanosfere, in timp ce LSPR al
nanotriunghiurilor poate varia intre domeniile Vizibil si NIR, motiv pentru care benzile acestora

au format acest spectru.

In urma masuritorilor de absobtie a luminii, se observd ci spectrul de culoare rosie
AuUNPs@780 are maximul intensitatii la 780nm, ceea ce este cel mai aproape de lungimea de unda

a laserului care se foloseste pentru PTT, respectiv cel cu lungimea de unda de 785nm. De aici se
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poate concluziona ca proba cu nanoparticule de aur care are maximul de absorbtie la 780nm este

cea mai potrivita pentru studiul PTT si incarcarea cu DOX.

I1.2.2 Microscopie electronica de transmisie (TEM)

W

Fig. 11.3 Imagine TEM a nanoparticulelor de aur (nanosfere si nanotriunghiuri)

Imaginea 1.3 realizatd prin microscopie electronicd de transmisie demonstreaza
sintetizarea nanoparticulelor de forma triunghiulara, care se regasesc in numar mai mare si sferica,
in numar mai mic.

11.2.3 Tmpraistierea dinamica a luminii (DLS)

Urmatoarea caracteristica a nanoparticulelor sintetizate este marimea acestora pe care am
aflat-o cu ajutorul imprastierii dinamice a luminii (Dynamic Light Scattering - DLS). Atunci cand
vine vorba de DLS, existd mai multi factori ce pot influenta masuratoarea, precum temperatura,
stabilitatea probei, cat si calitatea aparatului. Aceasta este o metoda non-invaziva de aflare a
dimensiunii nanoparticulelor si masoard dependenta fluctuatiei de intensitate a luminii imprastiate
de catre proba, aceasta aflandu-se intr-o continua miscare Browniana. Descrierea detaliata a acestei

proceduri se regaseste in Anexa 2.

Tn urma masuritorii prezentata in Fig.I1.4 s-a constatat ci diametrul nanoparticulelor de

forma triunghiulara cu rezonanta la 780nm (AUNTs@780) este de aproximativ 120nm.
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Fig. 11.4 Spectrul DLS al probei AUNTs@780

11.2.4 Potentialul Zeta
In final, au fost efectuate masurdtori de determinare a stabilititii nanoparticulelor.
Potentialul Zeta poate fi definit drept diferenta de potential aflata intre mediul de dispersie si stratul

stationar de fluid de la suprafata particulei. [20]

Scopul acestei masuratori este de a afla gradul de stabilitate al nanoparticulelor de aur din
solutia sintetizata. Potentialul Zeta reprezentat in Figura I1.5 al nanoparticulelor a fost aflat cu

ajutorul aparatului Zetasizer Nano ZS90, iar mai multe detalii se pot regasi in Anexa 3.
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Fig. 1.5 Spectrul Potentialului Zeta al probei AuNTs@780

Potentialul Zeta al probei alese este de +20,9 mV, ceea ce inseamna ca suprafata e

incarcata pozitiv si nu se formeaza agregate in solutie.
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Capitolul I11: Formarea complexului nano-chimioterapeutic-fototermic pe
baza nanotriunghiurilor de aur incarcate cu DOX

In acest capitol vor fi descrise procesele de biofunctionalizare ale nanoparticulelor prin

incarcarea doxorubicinei.

O modalitate de transport si livrare de medicament, in acest caz doxorubicina, este prin
intermediul nanoparticulelor sintetizate in gelatind. Gelatina este un biopolimer care ajutd la
controlarea marimii nanoparticulelor si este biocompatibil, astfel, corpul uman accepta acest
afinitate chimica specifica si proprietati optice unice datorita rezonantei plasmonice localizate de

suprafata (LSPR).[2]

Compusul nano-chimioterapeutic-fototermic (AuNPs@gelatin-hyd-DOX) a fost realizat
prin amestecarea a 1 mL de solutie de nanoparticule sintetizate anterior AUNPs@gelatin cu 100
pL de hidrazina. Compusul format a fost agitat timp de 24h, iar mai apoi din solutia nou formata
AuNPs@gelatin-hyd a fost extras 1 mL pentru a fi amestecat cu 300 pL de doxorubicina de
concentratie 102 M. O alti incubatie de 24h a avut loc, iar mai apoi compusul format
AuNPs@gelatin-hyd-DOX a fost centrifugat la 8000 rpm timp de 10 minute din care s-a scos
supernatantul, solutie in care se afla medicamentul ce nu s-a legat de nanoparticulele de aur si s-a

masurat spectrul de fluorescenta al acestuia, prezentat in Figura 111.3. [2]

hydrazine Doxorubicin
hyd

AuNPs@gelatin

Fig. 1.1 Reprezentare schematica a legarii doxorubicinei de AuNPs@gelatin

19



Ibrian Miruna Alexandra Rolul nanoparticulelor de aur anizotrope
incarcate cu doxorubicind in terapia cancerului

1ol AuNPs
' AuNPs@gelatin-hyd-DOX
. DOX
3
o 0,8
Q
Q
c
©
2 06+
[e]
[
o)
©
QT 04t
N
©
£
o 02}
zZ
O'O | s | s | s | L | L
400 600 800 1000 1200 1400

Wavelength (nm)

Fig. 111.2 Spectrele de absorbtie ale probelor AuNPs, AuNPs@gelatin-hyd-DOX si DOX

Tn Figura 111.2 sunt reprezentate rispunsurile LSPR corespunzitoare probelor cu
nanotriunghiuri simple, nanotriunghiuri incarcare cu DOX si respectiv, DOX libera. Se poate
observa cum proba AUNPs@gelatin-hyd-DOX capata un shift spre NIR fata de spectrul AuNPs ce

provine de la medicament.
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Fig 111.3 Spectrul de fluorescenta al supernatantului dupa centrifugarea AuNPs@gelatin-
hyd-DOX

Pentru a calcula eficienta incapsularii din complexul AuNPs@gelatin-hyd-DOX am
investigat curba de calibrare a emisiei de fluorescentda a DOX, Figura I11.5. Pentru aceasta am
efectuat o dilutie succesivi a solutiei de doxorubicini liberd, pornind de la concentratia de 10 M.
Emisia de fluorescentd a probelor a fost masurata cu ajutorul spectrofluorometrului Jasco FP6500,

iar mai multe detalii despre aceasta practicd se pot gasi in Anexa 4. Curba de calibrare a fost
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construitd prin reprezentarea graficd a emisiei de fluorescentd a DOX in functie de concentratie.

Tn urma calculelor, s-a aflat o eficienta de incapsulare de 91%.

Ipox— e -
EE=t2tatpox=/Teenox v 109 [2] , unde EE reprezinti eficienta incapsularii
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Fig. 111.4 Spectrul de fluorescenta al probelor diluate  Fig. 111.5 Curba de calibrare pentru fluorescenta

I11.1 Studierea eliberarii de doxorubicina

Urmatorul pas in acest studiu este determinarea eliberarii de DOX care este monitorizata
prin investigarea emisiei de fluorescenta a AUNPs@gelatin-hyd-DOX. Eliberarea controlata este
un element foarte important in cazul tratamentului pentru cancer, astfel se urmareste activitatea
doxorubicinei Tn mai multe soluttii cu pH-uri diferite: 7.4, 5.3 si respectiv 4.6 pentru a mima atat
mediul fiziologic normal al corpului cat si cel acid al tumorii. Probele cu cele 3 pH-uri au fost
tinute la 37° timp de 24h, iar cantitatea de doxorubicind emisa a fost masurata la anumite intervale

de timp pe baza fluorescentei acesteia. [2]
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Fig. 111.6 Emisie de doxorubicina in pH 4,6 Fig. l11.7 Emisie de doxorubicina in pH 5,3
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Fig. 111.8 Emisie de doxorubicina in pH 7,4 Fig. 111.9 Dependenta emisiei de

fluorescenta in functie de pH in 24h

Pentru aflarea procentului de medicament eliberat pentru fiecare pH in parte, am folosit

urmatoarea formula:

I+ L. . L. o
%drugreleased:% x100% [2] , unde I reprezinti intensitatea emisiei de fluorescentd a
0

doxorubicinei eliberate corespunzatoare fiecarui pH , iar lp intensitatea emisiei de fluorescenta a

doxorubicinei totale incarcate in AuNPs@gelatin( 205 a.u.).

In cazul fiecarui ph in care a fost realizata eliberarea de DOX, am obtinut valoarea de 68%

pentru pH 4.6 , 45% pentru pH 5.3 si 24% pentru pH 7.4.

Rezultatele obtinute indica faptul ca proba AUNPs@gelatin-hyd-DOX este dependenta de
pH-ul zonei in care se afla. Emisia de doxorubicina fiind mare in mediul acid al tumorii (Fig. 111.9),
confirma eficienta folosirii acestei metode pentru incarcarea si eliberarea controlatd a DOX, fapt

ce este sporit si cu ajutorul legaturii de hidrazina. [2]

Investigarea potentialilor transportori de medicamente care sd aiba un raspuns pozitiv in
urma interactiunii cu diferite pH-uri a dus la descoperirea acestui compus, AuNPs@gelatin-hyd-

DOX. In urma emisiei de doxorubicini, spectrul de fluorescenti isi pastreaza forma. [21]

I11.2 Investigarea eficientei de conversie a radiatiei laser in caldura

Pentru urmatorul pas din acest studiu, probele de AuNPs@gelatin-hyd-DOX au fost
introduse Tntr-un compus care simuleaza mediul biologic ( biological phantoms). Acestea au fost

iradiate cu laserul de 785 nm timp de 15 minute.

22



Ibrian Miruna Alexandra Rolul nanoparticulelor de aur anizotrope
incarcate cu doxorubicind in terapia cancerului
Mediile biologice simulate bazate pe un amestec semi solid de apa, agaroza si intralipid ce

mimeaza tesuturile pielii umane si sunt folosite pentru cercetarea interactiunii cu tratamentul
pentru cancer Tn experimente in vitro. Acestea sunt incarcate cu AUNPs@gelatin-hyd-DOX pentru
ca ulterior sa fie descoperita temperatura maxima pe care o atinge amestecul in urma interactiunii
cu radiatia luminoasa. Astfel, in Figura I11.10, sub influenta laserului, compusul atinge temperatura

maxima de 45,88°C, care reprezinta pragul de incilzire al acestuia.[22]

Proba de control este mediul biologic simulat (biological phantom) simpld bazata pe
agaroza, fard nanoparticulele de aur, astfel aceasta nu se incdlzeste, rezultdnd o temperatura
constanti pe tot timpul iradierii cu laserul de 785nm. Incilzirea probei de phantom cu
AuNPs@gelatin-hyd-DOX este datorata conversiei de energie luminoasa in caldura, un raspuns al
LSPR al nanoparticulelor de aur, comportament similar cu raspunsul dat de AuNPs@780, ceea ce
se poate observa si din grafic. Nanoparticulele de aur incalzite au capacitatea de a pastra caldura
formatd datorita rezonantei cu laserul. Astfel ele ajung la o temperaturd mai naltd prin
transformarea energiei optice In energie termica. De asemenea se poate observa faptul ca,
AuNPs@gelatin-hyd-DOX odata introdus in acest mediu biologic simulat, nu isi schimba
proprietatea de conversie, temperatura maxima de incalzire fiind aceeasi. ESte important de
mentionat faptul ca, pentru a mari si mai mult siguranta tesutului sanatos, se pot efectua tratamente

folosind laserul cu o putere mai scazuta si in regim de impulsuri, nu continuu. [22]
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Fig. I11.10 Imaginile termografice inregistrate n timpul iradierii probelor control in biological
phantom, AuNPs@780 si AUNPs@gelatin-hyd-DOX
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Avand in vedere efectele pe care cresterea temperaturii le poate reda asupra diferitelor

tipuri de celule, controlarea acesteia este un pas foarte important intrucat, daca este mult prea
ridicata, exista posibilitatea de moarte a celulor sanatoase din jurul celulelor canceroase. Astfel,
controlul temperaturii reprezintd un element critic atunci cand vine vorba de PTT, unde se poate

ajunge pana la maxim 50°C pentru a distruge tumoarea, insa nu si a tesutului din jur. [22]

25

20 -

irradiated AuNPs@gelatin-hyd-DOX in phantom
==m== rradiated AUNPs@780 in phantom
=g irradiated control phantom

10

delta T(°C)

0 I 5 I 10 15
time (min)
Fig. 111.11 Curbele termice extrase din imaginile termografice inregistrate in timpul iradierii

probelor in biological phantoms

Se poate observa din Figura 111.11 ca graficul nanoparticulelor simple si cel al nanoparticulelor
incarcate cu doxorubicina nu difera foarte mult, ambele avand un AT asemanator. Masuratoarea a
fost realizata la temperatura camerei de 25°C, ceea ce reprezintd punctul de pornire.
AuNPs@gelatin-hyd-DOX se incalzesc cu un AT de 21,81°C, iar AUNPs@780 cu 20,98 °C.
Acestea fiind spuse, se poate afirma ca AuNPs@gelatin-hyd-DOX se incalzesc pana la
aproximativ 46,86°C, incluzand temperatura camerei, ceea duce la distrugerea celulelor

canceroase.

Cresterea temperaturii are, de asemenea, efecte si asupra gelatinei ce Inconjoara
nanoparticulele, sporind eliminarea de doxorubicina din compusul incarcat in mediul biologic.
Figura I11.12 este realizata cu ajutorul microscopiei confocale de fluorescenta cu re-scanare (RCM)
si prezinta in cazul (A) mediul biologic incarcat cu AUNPs@gelatin-hyd-DOX Tnainte de iradiere,
iar (B) dupa iradierea cu laserul de 785nm timp de 15 minute. Se poate observa ca in urma

actiondrii radiatiei luminoase, accentuarea elimindrii de medicament este vizibila.
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Fig. 111.12 Imagini RCM a mediului biologic simulat incarcat cu AUNPs@gelatin-hyd-DOX

inainte si dupa iradiere

In ceea ce priveste eliberarea de DOX sub actiunea laserului, nanoparticulele de aur se

incélzesc, astfel sporindu-se efectul de eliberare, ceea ce se poate observa si din Figura I11.13.
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Fig. 111.13 Eliberarea de DOX din proba AuNPs@gelatin-hyd-DOX sub si fara actiunea laserului

Pe baza rezultatelor prezentate de-a lungul acestei lucrari, am aratat faptul ca agentul
terapeutic propus AuNPs@gelatin-hyd-DOX este capabil sa functioneze drept tratament medical

personalizat, sd transporte tintit si sa fie folosit in imagistica.
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Concluzii si planuri de viitor
Sintetizarea nanoparticulelor de aur in modul prezentat in aceasta lucrare s-a dovedit a fi

potrivita pentru tipul de studiu efectuat, obtindnd nanotriunghiuri cu raspuns plasmonic
corespunzator pentru folosirea lor in PTT, respectiv pentru iradierea acestora cu laserul de 785nm
pentru a atinge temperatura necesara distrugerii celulelor canceroase. Incircarea cu succes a
doxorubicinei pe suprafata nanoparticulelor si testarea eliberarii medicamentului in pH de 7.4, 5.3,
4.6 timp de 24h s-a dovedit a fi eficientd, intrucat in mediul acid de 4.6 al tumorii rezultatul a fost

cel mai bun, comparativ cu celelalte doua cazuri.

Tn cadrul planurilor de viitor, testarea compusului AuNPs@gelatin-hyd-DOX in vitro si in
Vivo prin inglobarea acestuia in celule care sa mimeze diferite tipuri de cancer reprezinta un pas

Tnainte.
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Anexe
Anexa 1

Spectroscopia UV-Vis

In acest studiu au fost investigate proprietatile optice ale nanoparticulelor de aur folosind
spectrometrul JASCO V-670 UV-Vis-NIR cu o latime de banda de 2, iar pentru probe a fost
folosita o cuva de cuart de 2mm, utilizand apa distilatd drept solutie de referinta. Razele de lumina
din domeiul ultraviolet si vizibil ce sunt emise de cétre sursd intdlnesc o prisma care are rolul de
separare. O raza este deviata pentru a trece prin sistemul de oglinzi si analizeaza proba, iar cea de-
a doua trece prin proba de referinta. Diferenta dintre intensitatea luminii dupa trecerea prin cele
doud solutii este analizatd si mai apoi prezentatd sub forma unui grafic de absorbantd sau

transmitanta, in functie de lungimea de unda. [19]

\ ~

Fig. Spectometrul UV-Vis utilizat pentru acest studiu

Tn principal, pentru acest studiu, spectometrul UV-Vis-NIR a fost utilizat pentru identificarea
maximului de absorbtie al probelor sintetizate, urmarind sd obtinem o proba cu maximul apropiat

de lungimea de unda a laserului folosit de 785 nm.
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Anexa 2

DLS

Aceasta modalitate de masurare a dimensiunii nanoparticulelor se bazeaza pe iluminarea
acestora cu un laser si se analizeaza fluctuatiile de intensitate a luminii Tmprastiate. Prin plasarea
unui ecran in fata solutiei cu particule se preia lumina care ulterior este imprastiatd de acestea si
se formeaza o imagine cu zone intunecate si luminoase. De aici reiese fluctuatia de intensitate a
luminii. Dimensiunea nanoparticulelor ajunge sa influenteze viteza cu care acestea se deplaseaza
n lichidul in care se afla, astfel cele mai mari se misca mai lent, iar cele cu dimensiune mai redusa
au o vitezd mai mare. Miscarea mai rapida a particulelor cu dimensiune redusd determind o
fluctuatie mai rapida a luminii, pe cand particulele mai mari corespund unei fluctuatii mei lente a

modelului. [20]
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Anexa 3

Potentialul zeta

Acesta poate fi inteles drept potentialul de la suprafata particulelor ce are o anumita
influentd asupra ionilor aflati in interior, crednd o concentratie mai mare de ioni de semn opus in

jurul acesteia, respectiv, se formeaza un dublu strat electric.

Valoarea acestui potential indica gradul de stabilitate al solutiei analizate, astfel daca
rezultatul este peste +30mV sau mai mic -30mV, aceasta este considerata stabila, adica nu exista
riscul de formare a agregatelor, particulele avand forte de respingere indeajuns de mari pentru a se

indeparta reciproc.

Fig. Aparatul Zetasizer Nano ZS90 [23]

Unde 1-panou; 2-indicator; 3-buton de acces; 4-celula; 5-suport pentru cuveta; 6-cuvete;

S Bhattacharjee / Journal of Controlled Refease 235 (2016) 337-351
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-ve +ve

Electrode Electrode

Slipping plane ()
Particle surface
(o) Stern layer

Fig. Reprezentare schematica a potentialului zeta [24]
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Spectroscopia de fluorescenta

Fig. A4.1 Aparatul spectrofluorometru Jasco FP6500 folosit in cadrul masuratorilor din aceasta

lucrare [25]

Fenomenul de fluorescenta are loc in urma absorbtiei luminii incidente de cétre elementele
moleculei care prezinta interes pentru studiu si este descrisd prin emisia de fotoni in urma

dezexcitarii respectivei molecule de la o stare cu energie ridicata la una cu energie mai joasa.

Fig. A4.2 Diagrama Jablonski [26]

In cadrul spectroscopiei de fluorescenta, raza incidenta de lumina ce poneste de la sursa

trece prin-un filtru de culoare, respectiv un monocromator, pentru ca mai apoi sa ajunga la proba.
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